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Résumé  
Les cytokines jouent un rôle fondamental dans la régulation des processus 
biologiques via la cascade de signalisation JAK-STAT. Les «  Suppressors of Cytokine 
Signalling » (SOCS), protéines intracellulaires, inhibent la voie JAK-STAT. Plusieurs 
études supportent leur implication dans des maladies immunitaires, mais peu 
d’informations sont disponibles sur leur expression par les lymphocytes T humains. Nous 
postulons que les cytokines Interféron-β (IFN-β) et Interleukine-27 (IL-27), dotées d’un 
potentiel immuno-régulateur, ont des rôles bénéfiques via l’induction des SOCS.  
L’impact de l’IFN-β et l’IL-27 sur l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 par des 
cellules T CD8 et CD4 humaines a été étudié en utilisant des cellules sanguines de 
donneurs sains. L’expression de ces régulateurs a été évaluée aux niveaux de l’ARNm par 
qRT-PCR et protéique par immunocytochimie. Les SOCS-1 et SOCS-3 ont été rapidement 
induits en ARNm dans les deux types cellulaires en réponse à l’IFN-β ou l’IL-27 et une 
augmentation de l’expression a été confirmée au niveau protéique. Afin de mimer les 
thérapies à base d’IFN-β,  les cellules T ont été exposées chroniquement à l’IFN-β. Après 
chaque ajout de cytokine les cellules T ont augmenté l’expression du SOCS-1, sans 
moduler le SOCS-3. L’IL-27 a induit les SOCS-1 et SOCS-3 préférentiellement dans les 
cellules T CD8 ; ceci corrèle avec des résultats du laboratoire démontrant une plus petite 
expression des récepteurs à l’IL-27 par les lymphocytes T CD4 que les CD8.  
 Notre projet a permis d’élucider l’expression des SOCS dans deux populations de 
cellules T et de clarifier les mécanismes d’actions de l’IFN-β et l’IL-27.  
 
Mots-clé: SOCS-1, SOCS-3, lymphocytes T CD8, lymphocytes T CD4, IFN-β, IL-27, 
Sclérose en plaques. 
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Abstract 
Cytokines regulate fundamental biological processes via the JAK-STAT signaling 
pathway. Suppressors of Cytokine Signaling proteins (SOCS), intracellular proteins, inhibit 
the JAK-STAT pathway. Emerging evidence supports the involvement of SOCS in diseases 
of the immune system but no data is available regarding their expression in human T cells. 
We postulate that the cytokines Interferon-β (IFN-β) and Interleukin-27 (IL-27), both 
potential immuno-regulators, have beneficial roles through the induction of SOCS proteins.  
The impact of IFN-β and IL-27 on the SOCS-1 and SOCS-3 expression by human 
CD4 and CD8 T cells was assessed using peripheral blood mononuclear cells from healthy 
donors. We evaluated the expression of SOCS-1 and SOCS-3 at the mRNA level by qRT-
PCR and at the protein level by immunocytochemistry. A rapid increase of SOCS-1 and 
SOCS-3 mRNA levels was observed upon cytokine addition, and such upregulation was 
confirmed at the protein level. To mimic patients under IFN-β treatment, both T cell 
subsets were chronically exposed to IFN-β. We observed an increase of SOCS-1 after each 
stimulation but not for SOCS-3. IL-27 stimulation increased SOCS-1 and SOCS-3 mRNA 
levels in CD8 T cells but only slightly in CD4 T cells; these observations correlate with 
previous observations in our laboratory showing less IL-27 receptors on CD4 T cells than 
CD8 counterparts.  
Our project determined the distinct expression of SOCS proteins in different human 
T cells subsets. This study could highlight the mechanism of action of cytokines such as 
IFN-β and IL-27. 
 
 
Keywords: SOCS-1, SOCS-3, CD8 T lymphocytes, CD4 T lymphocytes, IFN-β, IL-27, 
Multiple sclerosis. 
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La protection immunitaire 
 
Le système immunitaire est le système de défense par excellence de tout être vivant. 
L’immunité des vertébrés est constituée de deux composantes qui opèrent de façon 
coopérative et interdépendante afin de fournir une protection plus efficace. L’une des 
composantes est non spécifique ou innée alors que l’autre est adaptative. L’immunité innée 
apporte la première ligne de défense lors du moment critique qui se situe juste après 
l’exposition à un pathogène. Les principaux acteurs de cette composante ne sont pas 
spécifiques à un antigène particulier. Toutefois, ils sont doués pour reconnaître des motifs 
moléculaires appelés PAMP (‘Pathogen Associated Molecular Pattern’) qui sont conservés 
au niveau de divers microorganismes. Ces motifs sont reconnus au moyen des récepteurs 
PRR (‘Pattern Recognition Receptors’) dont les récepteurs Toll-like (Janeway and 
Medzhitov, 2002). Les éléments de la signature de l’immunité innée regroupent les 
barrières anatomiques (peau, muqueuses), les barrières physiologiques (température, 
médiateurs chimiques tels que lysosomes et complément), les barrières inflammatoires et 
finalement les barrières phagocytaires. Cette dernière catégorie comprend les cellules 
dotées d’une capacité de phagocytose et d’internalisation du matériel extracellulaire 
étranger. Ce sont principalement, les macrophages, les cellules B et les cellules 
dendritiques, appelés aussi cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Après internalisation 
et dégradation, ces cellules favorisent l’apprêtement et la présentation antigénique par des 
molécules de classe II du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). En cas de 
nécessité, lorsque le pathogène semble combattre avec ardeur, l’immunité innée envoie des 
signaux de rescousse, telle que la sécrétion de cytokines, activant ainsi la composante 
adaptative adéquate pour intervenir. Cette dernière présente cinq attributs : la spécificité 
antigénique, la restriction au CMH, la diversité, la mémoire immunitaire et la distinction du 
Soi et du non Soi. L’immunité adaptative est divisée en deux branches : soit la branche 
humorale impliquant les lymphocytes B qui reconnaissent l’épitope antigénique par leur 
récepteurs BCR (‘B Cell Receptor’). Ces cellules deviennent ainsi activées et sécrètent des 
anticorps neutralisants. La deuxième branche est à médiation cellulaire et comprend les 
lymphocytes T qui ne peuvent reconnaître un épitope que s’il est lié à une molécule du 
CMH à la surface d’une cellule du Soi et ce, grâce au récepteur TCR (‘T Cell Receptor’). 
Une fois activés, les lymphocytes T acquièrent des fonctions leur permettant d’éliminer des 
pathogènes (Vivier and Malissen, 2005).  
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Une rupture de l’homéostasie du système immunitaire peut entraîner des 
conséquences majeures et graves telles que le développement de cancers ou des maladies 
auto-immunes citons entre autres la sclérose en plaques. 
 
1.0 Le lymphocyte T 
 
1.1 Structure du récepteur des lymphocytes T 
 
 Le récepteur à la surface des lymphocytes T (TCR) a la capacité de reconnaître 
sélectivement un antigène étranger, à condition qu’il soit exposé sous forme d’un complexe 
peptide-CMH à la surface d’une cellule du Soi, telles que les CPA. Le TCR appartient à la 
superfamille des immunoglobulines et est constitué d’un hétérodimère formé des chaînes 
pairées de type α et β ou γ et δ (Le Deist et al., 2007). Les cellules ayant un TCR de type 
αβ sont les plus fréquentes au sein des lymphocytes T. Chaque chaîne du TCR est formée 
de deux domaines extracellulaires constants et variables contenant des liaisons disulfures 
intra-chaînes reliant les cystéines espacées. De plus, un pont disulfure est nécessaire pour 
assurer un lien entre les deux chaînes et ce afin de préserver l’intégrité du TCR. Les chaînes 
du TCR, en plus des domaines extracellulaires, ont une région transmembranaire 
hydrophobe formée de résidus d’acides aminés chargés positivement et une courte queue 
cytoplasmique. Au niveau de l’ADN, chacune des chaînes est encodée par des segments 
multigéniques de type V, D, J, C (le segment D est absent chez les chaînes α et γ) (Oltz, 
2001). Donc, lors de la formation d’un TCR fonctionnel, le lymphocyte T aura des 
possibilités de combinaisons énormes, ce qui explique la grande diversité des TCR et 
subséquemment les capacités de reconnaissance antigéniques diversifiées (Mazza and 
Malissen, 2007). 
 
1.2 Complexe récepteur des lymphocytes T : TCR-CD3 
 
Le récepteur des lymphocytes T est intimement lié à une protéine membranaire 
appelée CD3 qui vient renforcer la reconnaissance peptide-CMH. Le CD3 est un complexe 
multimoléculaire formé de cinq chaînes polypeptidiques nommées : γ, δ, ε, ζ et η. Les 
queues cytoplasmiques des chaînes du CD3 portent des motifs moléculaires appelés ITAM 
                                                                                                                                                                  
 
14
(‘Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif’) (Davis, 2002). Ces molécules sont 
constituées de deux résidus de tyrosine séparés par une séquence de 6-8 acides aminés et 
flanqués par une série d’acides aminés semi-conservés. Les molécules ITAM entrent en 
interaction avec des tyrosines kinases et jouent un rôle important dans la transduction du 
signal dans les cellules T. En fait, lorsque le TCR est engagé par un peptide, les motifs 
ITAM sont phosphorylés par une kinase Lck ou Fyn (de la famille Src) et induisent ainsi le 
recrutement d’une autre kinase appelée ZAP-70 associée à la chaîne CD3ζ (Salmond et al., 
2009). Une fois que les motifs ITAM se lient à la molécule ZAP-70, l’activation de cette 
dernière conduit à la phosphorylation de deux protéines adaptatrices critiques : LAT 
(‘Linker for the Activation of T cells’) et SLP-76 (‘Src homology 2 (SH2)-domain-
containing Leukocyte Phosphoprotein’). Ces deux protéines sont impliquées dans le 
recrutement de diverses molécules de signalisation. Elles participent donc, à l’initiation des 
cascades biochimiques servant à la production de cytokines, à la prolifération des 
lymphocytes T et à leur différenciation selon le cas (Lin and Weiss, 2001; Choudhuri and 
van der Merwe, 2007; Au-Yeung et al., 2009; Salmond et al., 2009). 
 
1.3 Corécepteurs du TCR : CD4 /CD8 et autres molécules accessoires 
 
Bien que la reconnaissance du complexe peptide-CMH ne soit accomplie que par le  
TCR-CD3, d’autres molécules s’avèrent indispensables pour renforcer cette liaison. Les 
corécepteurs CD4 et CD8 favorisent une interaction et une avidité TCR/CD3-
peptide /CMH optimales (Garcia et al., 1999; Rudolph et al., 2006). Les CD4 et CD8 sont 
des composés intrinsèques du complexe TCR. Ainsi, en se basant sur le type du corécepteur 
exprimé à la surface cellulaire, la famille des lymphocytes T se divise en deux sous-
populations : les lymphocytes T CD4 et les lymphocytes T CD8. Notons que ces 
corécepteurs participent aussi à la transduction du signal (Malissen, 2003).  
La molécule CD4 est une glycoprotéine monomérique formée de quatre domaines 
extracellulaires D1, D2, D3, D4 ayant une conformation en repliement de type 
immunoglobuline. La molécule CD8 quant à elle est formée d’un hétérodimère αβ ou 
d’homodimère αα stabilisé par des résidus de cystéine, l’hétérodimère est le plus fréquent. 
Ces chaînes ont toutes les deux une conformation de type immunoglobuline. Le CD8 et le 
CD4 ont une région transmembranaire hydrophobe et une longue prolongation 
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intracellulaire (longueur un peu moins prononcée pour le CD8) (Leahy, 1995). Les 
corécepteurs CD4 et CD8 (forme hétérodimère), par l’intermédiaire de leurs domaines 
extracellulaires, ont la particularité d’interagir aux régions proximales des molécules de 
CMH de classe II et de classe I respectivement se trouvant à la surface des CPA ou des 
cellules cibles. Le CD4 a une affinité particulière pour la molécule de CMH de classe II qui 
se retrouve à la surface des CPA. Cette molécule de CMH contient un domaine externe 
formé de deux chaînes : α (deux sous-unités α1 et α2) et β (deux sous-unités β1 et β2). Les 
deux chaînes sont ancrées à la membrane par une région transmembranaire et ont une queue 
cytoplasmique. La molécule CD4 se lie spécifiquement aux sites α2 et β2 (Konig and 
Zhou, 2004) de la molécule de CMH de classe II. En revanche, le CD8 (hétérodimère) 
s’associe spécifiquement aux molécules CMH de classe I distribuées à la surface de la 
majorité des cellules nucléées. Bien que les molécules de CMH de classe II et I sont 
apparentées du point de vue forme et fonction, notons que le CMH de classe I présente 
certaines différences au niveau de la structure tridimensionnelle. En fait, il est constitué 
d’une seule chaîne α organisée en trois sous-unités α1, α2, α3. Cette dernière sous-unité 
s’associe de manière non covalente à une molécule β2-microglobuline (n’ayant pas de 
segment transmembranaire) (Gao and Jakobsen, 2000; Wang and Reinherz, 2002). 
Toutefois le CD8 se lie préférentiellement aux modules α2, α3 et β2-microglobuline du 
CMH de classe I (Sun et al., 1995; Hansen and Strassburger, 2000). Après liaison des 
corécepteurs aux molécules de CMH, les CD4 et CD8 ont la capacité de s’associer à la 
kinase Lck et de s’impliquer alors dans la cascade de signalisation au sein des lymphocytes 
T (Veillette et al., 1988; Barber et al., 1989; Kappes, 2007). 
En plus des corécepteurs, il existe des molécules accessoires qui viennent stabiliser 
et/ou qui interviennent dans la transduction du signal et donc participent à l’activation des 
lymphocytes T. Citons les molécules LFA-1 (‘Lymphocyte Function Associated-1’), LFA-
2, CD28, CTLA-4 (‘Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4’) CD45R et CD5. Chacune de ces 
molécules a son propre ligand à la surface des CPA : ICAM-1 (‘Intercellular Adhesion 
Molecule-1’), LFA-3, B7 (pour CD28 et CTLA-4), CD22 et CD72 respectivement (Leo et 
al., 1987). Parmi ces molécules, l’interaction entre le CD28 et les B7 induit un signal de co-
stimulation permettant l’activation et la prolifération d’un clone spécifique de cellules T et 
ce en favorisant la production de l’IL-2 (Interleukine-2) (Fraser et al., 1991). Plusieurs 
groupes ont démontré aussi que les autres molécules accessoires citées ci-dessus ont des 
                                                                                                                                                                  
 
16
rôles fonctionnels permettant d’avoir une activation des cellules T complète et ce in vitro et 
in vivo. Les études ont montré qu’une déficience de certaines molécules accessoires aboutit 
à des pathologies graves (Krensky et al., 1983; Young et al., 1992; Buckley, 2004; Chen, 
2004; Waeckerle-Men et al., 2007; Vincenti, 2008).  
 
1.4 Rôles et fonctions des sous-populations des lymphocytes T CD4 et CD8 
 
Les lymphocytes T CD4 ou auxiliaires (Th) jouent un rôle pivot au sein de la réponse 
immunitaire en se comportant comme chef d’orchestre et ce, tout en contrôlant l’activation 
des autres cellules immunitaires. Les lymphocytes T CD4 naïfs deviennent activés 
lorsqu’ils reconnaissent un complexe peptide-CMH-II particulier à la surface des cellules 
présentatrices d’antigènes professionnelles (CPA), cette interaction engendre un premier 
signal qui agit de concert, avec une co-stimulation adéquate, tel que décrit précédemment. 
Ceci conduit à l’activation et à l’expansion clonale des cellules Th. La qualité des réponses 
des lymphocytes T dépendent d’une multitude de facteurs fournis par les CPA 
professionnelles, puisque ces dernières ne sont pas toutes équivalentes et en conséquent 
induisent une variabilité au niveau des profils phénotypiques des cellules T. En fait, les 
CPA variées diffèrent par leurs mécanismes de capture de l’antigène, par le niveau de 
molécules de CHM-II, par leur activité de co-stimulation, par leur emplacement 
physiologiques. La population des lymphocytes T CD4 regroupe des médiateurs cellulaires 
qui jouent un rôle essentiel dans l’initiation et l’amplification des réponses immunitaires. 
En général, ces cellules n’ont pas de capacité cytotoxique directe, ni d’activité de 
phagocytose, et ne peuvent donc pas éliminer directement les cellules infectées. Par contre, 
elles peuvent activer des cascades cellulaires déclenchant l’apoptose et la mort des cellules 
infectées. Les lymphocytes T CD4 régulent les réponses immunitaires, en interagissant 
avec d’autres acteurs cellulaires, tels les lymphocytes T CD8, pour qu’ils effectuent leurs 
fonctions. Les lymphocytes Th fournissent aussi une fonction d’aide et d’activation à la 
branche humorale (cellules B) via la liaison CD40-CD40L  .  
Les lymphocytes T CD8, appelés cellules T cytotoxiques (Tc), ont la particularité de 
reconnaître un peptide associé à une molécule CMH classique de classe I à la surface des 
cellules du Soi. Une fois activées, les Tc se différencient en cellules effectrices et 
prolifèrent. Elles se comportent comme des cellules d’attaque qui détruisent directement 
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des cellules du Soi altérées exposant des antigènes cibles et ce, par l’intermédiaire de 
mécanismes cytolytiques. Un des mécanismes les plus performants est effectué par des 
enzymes lytiques qui sont libérées par exocytose après l’activation des cellules Tc : en 
présence de Ca2+, les molécules de perforine s’insèrent dans la membrane des cellules 
cibles pour former des pores, ce qui facilite l’entrée des granzymes. Particulièrement, les 
granzymes de type B ont la fonction pro-apoptotique la plus notable et ce, en activant une 
voie de signalisation caspase-dépendante. Alors que les granzymes A et K induisent la mort 
cellulaire par des mécanismes caspase-indépendants en clivant des régions spécifiques de 
l’ADN. Il y aussi les granzymes C, H, M dont la fonction est encore controversée 
(Voskoboinik et al., 2006; Bolitho et al., 2007). L’élimination des cellules potentiellement 
dangereuses par les lymphocytes T peut aussi être médiée par des récepteurs spécialisés 
dans l'induction de la mort cellulaire programmée, ce sont les récepteurs de mort. Citons le 
prototype Fas à la surface des cellules infectées qui se lie à son ligand Fas-L au niveau des 
cellules T, ce qui initie le recrutement de diverses molécules (FADD (‘Fas Associating 
protein with Death Domain’) et caspase-8), ceci aboutit à l’apoptose. Seuls les lymphocytes 
T CD4 et CD8 ayant un phénotype activé peuvent accomplir leur mission. En fait, 
l’activation des cellules T nécessitent trois signaux : la reconnaissance antigénique, le 
signal de co-stimulation et la réponse aux cytokines. Ces signaux sont primordiaux et 
aboutissent à l’acquisition des fonctions effectrices variées, engendrant ainsi d’une part des 
cellules effectrices et d’autre part des cellules mémoires.  
Les cytokines produites par les cellules de la réponse innée et la nature des peptides 
présentés par les CMH participent énormément à la polarisation des cellules T vers un 
phénotype de cellule effectrice. Cette polarisation est initiée en induisant l’expression des 
gènes spécifiques responsables de l’activation, la différenciation et la prolifération des 
cellules T. En se basant sur le profil des cytokines induites, les cellules T CD4 (Th) et T 
CD8 (Tc) effectrices sont différenciées en plusieurs sous-populations dont trois sous-types 
sont les mieux caractérisés dans la littérature. Les sous-types provenant des lymphocytes T 
CD4 ou CD8 ont des fonctions et des profiles cytokiniques très similaires ; citons les 
Th1/Tc1, Th2/Tc2 et Th17/Tc17. Toutefois moins d’informations sont disponibles 
concernant la polarisation des sous-types des cellules Tc (Croft et al., 1994; Mosmann et 
al., 1997; Cerwenka et al., 1998; Cerwenka et al., 1999; Woodland and Dutton, 2003).    
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1.4.1 Les cellules Th1/Tc1 
 
 Les Th1/Tc1 sécrètent principalement de l’IL-2 (Interleukine-2), de l’IFN-γ 
(Interféron-gamma) et du TNF (‘Tumor Necrosis Factor’). Cette sous-population confère à 
l’organisme une protection contre une variété d’infections microbiennes et de pathogènes 
intracellulaires. De plus, elle oriente les réponses immunitaires vers la branche à médiation 
cellulaire telle que l’activation des mécanismes cytotoxiques. En présence d’IL-12 (ou 
l’IFN-γ) et du STAT4 activé (ou STAT1) (‘Signal Transducer and Activator of 
Transcription-1, -4’), l’expression du facteur de transcription T-bet (‘T-box expressed in T 
cells’) sera induite ainsi, la polarisation vers Th1/Tc1 est favorisée (Thierfelder et al., 1996; 
Afkarian et al., 2002; Szabo et al., 2002). Cette sous-population a été accusée d’être le 
principal médiateur des maladies auto-immunes à cause des quantités élevées d’IFN-γ et de 
TNF produites (Hoyer et al., 2009). 
 
1.4.2 Les cellules Th2/Tc2 
 
 La deuxième sous-population est nommée Th2/Tc2, elle intervient dans l’activation 
de la réponse à médiation humorale (cellules B) et dans l’élimination des pathogènes 
extracellulaires, tout en sécrétant des cytokines tels que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6, l’IL-10 et 
l’IL-13. De plus, cette population participe à la suppression de l’activité pro-inflammatoire 
des cytokines sécrétées par les cellules de type Th1/Tc1. La présence d’IL-4 et l’induction 
des facteurs GATA-3 (‘GATA DNA sequence recognizing transcription factor 3’) et 
STAT6 (‘Signal Transducer and Activator of Transcription-6’) sont nécessaires au 
développement de la lignée Th2 (Scheinman and Avni, 2009). Bien que les cellules 
Th2/Tc2 aient une utilité anti-inflammatoire, une activation incontrôlée conduit au 
développement de réactions allergiques et a un rôle dans la pathologie de l’asthme (Betts 
and Kemeny, 2009). 
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1.4.3 Les cellules Th17/Tc17 
 
 Les Th17/Tc17 constituent la troisième sous-population et sécrètent principalement 
l’IL-17A, l’IL-17F, le TNF, l’IL-6, l’IL-21 et l’IL-22. Cette sous-population a un effet 
remarquable au niveau de l’inflammation, de plus elle offre une protection contre des 
pathogènes extracellulaires. En fait, tout comme la sous-population Th1/Tc1, ces cytokines 
produites ont été mises en cause dans le déclenchement et l’aggravation de plusieurs 
maladies auto-immunes, ce qui a été démontré chez des modèles animaux de sclérose en 
plaques, d’arthrite rhumatoïde, de colites, et d’uvéite humaine (Hoyer et al., 2009; Tang et 
al., 2009). La polarisation des lymphocytes T CD4 naïfs en Th17 est provoquée par des 
conditions différentes chez l’humain et chez la souris (McGeachy and Cua, 2008). Les 
lymphocytes T CD4 murins sont activés en présence du TGF-β et de l’IL-6, ces cytokines 
induisent de concert l’expression du facteur de transcription RORγt (‘Retinoid-related 
Orphan Receptor-gamma’) essentiel au développement des cellules Th17 dans les modèles 
murins (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). Les cytokines 
impliquées dans le développement des Th17 chez l’humain demeurent moins élucidées où 
plusieurs études contradictoires ont été publiées. Un groupe de chercheurs avait démontré 
que le déclenchement de la polarisation vers des Th17 résulte de la  stimulation des cellules 
T CD4 par les cytokines TGF-β et IL-21 (Yang et al., 2008). En revanche, d’autres groupes 
ont observé que l’action en synergie de l’IL-23 et de l’IL-1 s’avère nécessaire pour 
l’induction des Th17 humains. De plus, l’IL-23 et/ou l’IL-6 peuvent être impliqués dans 
l’amplification du processus (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Wilson et al., 2007; 
McGeachy and Cua, 2008). Il a été observé dans plusieurs lésions inflammatoires une co-
localisation des cellules Th1 et Th17, ce qui suggère qu’elles peuvent contribuer via des 
fonctions redondantes ou complémentaires dans le développement de certaines pathologies. 
La présence d’un chevauchement au niveau des activités induites par ces deux sous-types 
cellulaires a été démontré ; des Th17 peuvent sécréter de l’IFN-γ et des Th1 ont la capacité 
de produire de l’IL-22 (Spolski and Leonard, 2009). Toutefois, moins d’informations sont 
disponibles concernant la sous-population Tc17 récemment identifiée comparativement aux 
cellules Tc1 et Tc2. Or, il a été démontré que les Tc17 sont responsables d’une protection 
unique dans les poumons de souris infectées d’un virus de type Influenza A, en induisant 
une augmentation précoce d’un influx de neutrophiles (Hamada et al., 2009; Kondo et al., 
2009). 
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1.4.4 Les cellules T régulatrices 
 
  Les cellules T régulatrices (Tregs) sont un tout autre sous-type de lymphocytes T; 
elles expriment le facteur de transcription FoxP3 (‘Forkhead box P3’) et sont responsables 
des fonctions d’auto-tolérance et de résistance aux maladies auto-immunes (Andre et al., 
2009). Des humains et des souris présentant des gènes foxp3 inactifs développent des 
pathologies inflammatoires sévères au niveau de multiples organes, avec la fabrication 
d’auto-anticorps (Wildin et al., 2001; Fontenot et al., 2003; Gambineri et al., 2003; Hori et 
al., 2003). Les Tregs ont offert une protection contre des maladies auto-immunes telles que 
l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE- modèle pour la sclérose en plaques), 
la colite et le lupus érythémateux (McGeachy et al., 2005; Alvarado-Sanchez et al., 2006; 
de Zoeten and Hancock, 2008). Selon le consensus général, on distingue des cellules Tregs 
« naturelles » qui se développent dans le thymus, et des cellules régulatrices « induites » 
qui se différentient généralement en périphérie à partir de cellules T conventionnelles après 
la rencontre avec l’antigène. Ainsi les cellules iTregs génèrent deux sous-types cellulaires; 
Tr1 et Th3. Les cellules Tregs sécrètent des cytokines inhibitrices de type IL-10, TGF-β et 
IL-35 jouant un rôle critique dans les mécanismes de suppression (Workman et al., 2009). 
Très récemment, le groupe Ayyoub et collaborateurs a dévoilé un côté pro-inflammatoire 
des Tregs humaines (mémoires) en démontrant leur capacité à sécréter de l’IL-17 et à 
exprimer constitutivement le facteur de transcription RORγt. (Ayyoub et al., 2009). De 
plus, traditionnellement seuls des lymphocytes T CD4 étaient considérés comme 
générateurs de Tregs toutefois, très récemment, des cellules T CD8+ FoxP3+ ont été 
découvertes mais elles sont toujours moins caractérisées que les CD4+ FoxP3+ (Bisikirska 
et al., 2005; Lu and Cantor, 2008).  
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Tableau 1: Caractéristiques des différents sous-types de lymphocytes T  
 
Sous-type         Profil cytokinique          Rôle dans l’immunité                Récepteurs de 
cellulaire                                                                                                        chimiokines*     
  
Th1/Tc1            IL-2, IFN-γ, TNF         Contribution à l’activation                    CXCR3 
                                                               de la branche à médiation  
                                                               cellulaire, protection contre  
                                                               des pathogènes intracellulaires 
  
Th2/Tc2            IL-4, IL-5, IL-6,           Stimulation de la branche                 CCR4/CRTh2 
                          IL-10, IL-13                 humorale (cellules B), protec- 
                                                               tion contre des pathogènes  
                                                               extracellulaires                                                       
  
Th17/Tc17        IL-17A, IL-17F,          Implication dans des maladies            CCR6/CCR4 
                          IL-6, IL-21,                auto-immunes, offre une pro-             
                          IL-22, TNF                 tection contre les pathogènes 
                                                              extracellulaires 
                                                                                             
 
Tregs                 IL-10, TGF-β,            Auto-surveillance et protection            CCR6/CCR7 
                          IL-35                          contre les maladies auto- 
                                                             immunes 
 
 
* Les récepteurs de chimiokines exprimés à la surface des sous-types de cellules T ont été 
tirés de (Sallusto and Lanzavecchia, 2009) 
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2.0 La signalisation au sein du système immunitaire 
 
 
2.1 La voie de signalisation JAK-STAT 
 
La cellule communique avec son environnement au moyen d’un réseau très complexe 
de messagers chimiques dont les cytokines. Plus particulièrement, la régulation de 
l’homéostasie des lymphocytes T est critique afin de maintenir les fonctions immunitaires 
normales. La réponse aux cytokines est l’un des trois signaux nécessaires pour 
communiquer avec les cellules T. Suite à leur liaison aux récepteurs correspondants, ces 
médiateurs génèrent les réponses biologiques adéquates afin de réguler la prolifération, la 
différenciation et la survie cellulaire. Le message est transporté au noyau en activant 
diverses cascades de signalisation citons la voie JAK-STAT (‘Janus Kinase and Signal 
Transducer and Activator of the Transcription’). Cette dernière a été identifiée comme 
étant une des voies universelles et essentielles à la signalisation cellulaire, de plus, elle est 
l’une des voies biologiques les mieux caractérisées et les plus étudiées (Larsen and Ropke, 
2002; Murray, 2007). Dans les lymphocytes T, la voie JAK–STAT est responsable d’une 
coordination unique des signaux d’activation et d’inhibition (Ross et al., 2007).  
 
2.2 Vue d’ensemble du mécanisme d’activation de la voie JAK-STAT 
 
 L’interaction d’une cytokine avec son récepteur à la surface cellulaire induit la 
dimérisation des domaines cytoplasmiques du récepteur, ainsi qu’une activation 
subséquente des molécules JAKs tyrosines kinases, associées de manière constitutive au 
récepteur (Takeda and Akira, 2000). Les molécules JAKs activées sont responsables de la 
phosphorylation de résidus de tyrosine sur les régions intracellulaires du récepteur qui 
serviront de sites d’amarrage et de liaison aux molécules STATs. Lorsque recrutées, les 
STATs sont rapidement phosphorylées par les molécules JAKs et forment par la suite des 
homo ou hétéro-dimères. Ces complexes quittent le récepteur et migrent vers le noyau, où 
ils s’associent à des séquences spécifiques de l’ADN et induisent leur transcription (Briscoe 
et al., 1996; Schindler, 1999; Haan et al., 2006) (voir Figure 1). 
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Figure 1: La voie JAK-STAT. Représentation schématique de la cascade de signalisation 
JAK-STAT. La liaison de la cytokine à son récepteur induit l’activation des molécules 
JAKs. Ce qui entraîne la phosphorylation des STATs et leur migration au noyau dans le but 
d’activer la transcription des gènes. Tirée de (Shuai and Liu, 2003). 
 
2.3 La famille des molécules Janus Kinases (JAKs) de mammifères 
 
Les molécules JAKs représentent un des dix sous-groupes de protéines 
cytoplasmiques dotées d’une activité de type tyrosines kinases (PTK). Elles sont de larges 
protéines constituées de 1 100 acides aminés et ont une poids moléculaire entre 120 et 140 
kDa, ces caractéristiques ont compliqué la purification des molécules et donc, leur structure 
tridimensionnelle demeure méconnue. La famille des molécules JAKs regroupe quatre 
membres soit : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2 (Tyrosine Kinase 2). JAK1, JAK2 et TYK2 
sont exprimés ubiquitairement, par contre, l’expression de JAK3 est principalement 
dominante dans les cellules du système hématopoïétique (Kawamura et al., 1994). Le 
nombre de molécules JAKs disponibles est restreint par rapport à la grande quantité de 
récepteurs, ainsi une seule ou une combinaison de molécules JAKs peuvent être 
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responsables de la transduction de divers signaux voire des effets opposés (survie vs. 
apoptose) (Larsen and Ropke, 2002; Murray, 2007). Les molécules JAKs sont essentielles 
pour la transduction des signaux provenant des récepteurs de cytokines de type I et II 
puisque ces récepteurs n’ont pas d’activité kinase intrinsèque. Les récepteurs de classe I 
sont formés de deux paires de cystéines conservées reliées par un pont disulfure et leur 
région C-terminale contient un motif WSXWS. Ces récepteurs sont divisés en quatre sous-
familles selon les chaînes qui les constituent citons : les chaînes communes γc, βc, gp130 et 
homodimériques (homologues aux hormones). Les récepteurs de classe II ont aussi deux 
paires de cystéines mais le motif WSXWS semble être manquant (O'Sullivan et al., 2007). 
La classe II des récepteurs se lie aux IFNs (interférons), à  l’IL-10 et à l’IL-20 (Leonard and 
O'Shea, 1998). 
JAK1 peut s’associer sélectivement à la chaîne γc commune des récepteurs de 
plusieurs cytokines (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21), cette molécule se lie aussi aux 
récepteurs portant la chaîne de la sous-unité commune gp130 (IL-6, IL-11, IL-27) (Ross et 
al., 2007; Ghoreschi et al., 2009). De plus, JAK1 reconnaît les récepteurs des cytokines de 
la famille des interférons (type I et II). JAK2 a la capacité d’intervenir avec les récepteurs 
de cytokines homologues aux hormones (‘hormones-like’) (prolactine, thrombopoïétine, 
érythropoïétine, hormone de croissance), ainsi que les récepteurs des cytokines 
responsables du développement des cellules hématopoïétiques (IL-13 et GM-CSF 
(‘Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor’) (Argetsinger et al., 1993; 
Parganas et al., 1998). JAK2 est aussi reconnu pour son association aux récepteurs ayant les 
chaînes communes βc (IL-3, IL-5), gp130 (IL-6, IL-27) et celles qui se lient à l’IFN-γ. 
Quant à JAK3, cette molécule est responsable de la transduction du signal des cytokines qui 
se lient aux récepteurs ayant une chaîne commune γc, comme les JAK1. TYK2 est 
nécessaire pour la transduction du signal du récepteur de l’IL-12 et du LPS 
(Lipopolysaccharide). En fait, les informations concernant le rôle de TYK2 dans la 
médiation du LPS demeurent faiblement élucider. Il n’est pas encore connu s’il s’agit d’un 
effet direct ou indirect ou si TYK2 interagit avec les TLR (‘Toll-like Receptors’).  De plus, 
TYK2 peut s’associer à JAK1 et JAK2 mais pas avec JAK3. Par exemple, dans le cas du 
récepteur des cytokines IFN de type I (IFN-α/β), une combinaison de TYK2 et JAK1 est 
observée (Imada and Leonard, 2000; Yamaoka et al., 2004). 
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Il existe des modèles animaux déficients pour chacune des molécules JAKs, ce qui a 
permis d’étudier individuellement leurs caractéristiques et leurs fonctions.  
Les souris déficientes en JAK1 développent très tôt des problèmes neurologiques et 
meurent de manière périnatale (Kovanen and Leonard, 2004). Des déficiences en JAK1 
n’ont pas été encore été identifiées et ciblées chez les humains, probablement pour cause de 
létalité.  
Les souris knock-out pour le gène codant la molécule JAK2 ne sont pas viables à 
cause de complications survenant au niveau de l’érythropoïèse durant le développement 
fœtal. Toutefois la déficience en JAK2 ne semble pas avoir de conséquences sur la 
progéniture lymphoïde (Neubauer et al., 1998; Ingley and Klinken, 2006). 
 Les souris déficientes pour le gène codant pour JAK3 développent la maladie de 
SCID (‘Severe Combined Immundeficiency’). Cette pathologie est une des plus sévères 
forme d’immunodéficience qui se caractérise par une altération des fonctions chez les 
lymphocytes T et les cellules NK (Notarangelo et al., 2000), toutefois, les souris sont 
viables (O'Shea et al., 2004; Pesu et al., 2005). Une fonction déficitaire de JAK3 a été 
détectée chez l’humain qui se traduit, comme chez la souris, par le développement de 
l’immunodéficience grave (SCID). Ceci est dû à une altération de la transmission des 
signaux de l’IL-2, l’IL-4, l’IL-7, l’IL-9, l’IL-15 et l’IL-21 (Russell et al., 1995). En fait, 
comme discuté précédemment JAK3 est responsable de transmettre le message de 
cytokines qui se lient aux récepteurs ayant la chaîne commune γc. Notons que ces signaux 
sont cruciaux pour le recrutement, l’homéostasie et l’expansion clonale de cellules T (Li et 
al., 2001; Kovanen and Leonard, 2004).  
 Les souris TYK2-/-, contrairement aux autres déficientes pour une des JAKs, peuvent 
avoir un développement normal. Toutefois ces souris semblent avoir une diminution de 
l’efficacité de la signalisation induite par les IFNs et l’IL-12. Ce qui explique leur 
vulnérabilité aux infections parasitaires et virales. Certaines études ont démontré que ces 
souris déficientes en TYK2 (souche B.10 Q/J) développent spontanément une susceptibilité 
aux infections par Toxoplasma gondii ou à Leishmania major. De plus, le même groupe a 
démontré que le TYK2 contrôle la production et la réactivation de l’IL-10 (Shimoda et al., 
2000; Schleicher et al., 2004; Shaw et al., 2006). Récemment, une mutation homozygote de 
TYK2 a été identifiée chez l’humain. Les patients déficients en TYK2 souffrent d’un 
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syndrome d’hyper IgE (taux d’IgE élevé dans le sérum), incluant des dermatites, des 
infections bactériennes et virales sévères. Ces complications sont en grande partie dues à 
une altération de la signalisation des cytokines IL-6, IL-10 et l’IL-12 (Minegishi and 
Karasuyama, 2007) (voir tableau 2 p.33) 
 
2.4 La structure des molécules JAKs 
Chacune des molécules JAK est organisée en sept régions distinctes d’homologie 
JAK appelées JH (‘JAK Homology’). Ainsi, en allant de l’extrémité C-terminale jusqu’à 
l’extrémité N-terminale, on distingue les régions dans l’ordre suivant: JH1, JH2, JH3, JH4, 
JH5, JH6 et JH7  (O'Shea et al., 1997; Leonard and O'Shea, 1998). La région JH1 contient 
un domaine kinase classique retrouvé chez la plupart des cellules eucaryotes et qui contient 
deux résidus de tyrosine qui seront phosphorylés après l’interaction cytokine-récepteur. En 
revanche, JH2 est constitué d’un domaine ayant une activité enzymatique et catalytique 
nulle, appelé aussi pseudo-kinase, mais JH2 semble avoir des fonctions de régulations 
jugées importantes (Shuai and Liu, 2003). En fait, une seule mutation (substitution d'une 
phénylalanine par une valine) au niveau du domaine de pseudo-kinase de la molécule JAK2 
a été identifiée et repérée dans plusieurs pathologies humaines telles que la polycythémie 
vraie, la thrombocythémie essentielle et la myélofibrose idiopathique (Martinez-Aviles et 
al., 2007; Scott et al., 2007). De façon intéressante, les deux domaines JH1 et JH2 ayant des 
activités différentes sont juxtaposés de manière adjacente et en tandem, ce qui donne une 
structure unique et caractéristique aux molécules JAKs. L’extrémité amino-terminale des 
JAKs regroupe les domaines JH3 à JH7 et est subdivisée en deux parties; on distingue le 
domaine Src kinase SH2 incluant JH3 et JH4 et en second lieu, un domaine d’homologie 
FERM (‘Four-point-one (4,1), Ezrin, Radixin and Moesin’) ont été mis en évidence. Ce 
dernier est formé d’un fragment F3 contenant les domaines JH4 et JH5, le fragment F2 
inclut le domaine JH6 et finalement F1 qui contient JH7 (voir Figure 2). Le domaine 
FERM semble favoriser l’interaction constitutive des molécules JAKs avec la région 
cytoplasmique proximale du récepteur et régule l’activité kinase (Pearson et al., 2000; Haan 
et al., 2006).  
En fait, les régions intracytoplasmiques des différents récepteurs n’ont que quelques 
séquences homologues et communes dont les deux motifs conservés appelés « boîte 1 » et 
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« boîte 2 ». La première est constituée de huit acides aminés et est très riche en résidus de 
proline; la deuxième boîte est caractérisée par un groupe de résidus d’acides aminés 
hydrophobes suivi par des acides aminés chargés positivement (Heinrich et al., 1998). Les 
« boîte 1 » et « boîte 2 » des récepteurs et la région N-terminale des molécules JAKs 
participent de concert au bon positionnement des JAKs, ce qui aboutira à une signalisation 
adéquate. La liaison d’une cytokine induit un changement de conformation du récepteur et 
alors une trans-phosphorylation des deux tyrosines conservées dans le domaine JH1 de 
JAK est initiée. Ceci aboutit à la formation des sites de liaisons des molécules STATs au 
récepteur, qui entreront ensuite dans le noyau, comme discuté précédemment.  
 
 
 
Figure 2: L’organisation structurelle des molécules Janus Kinases. Les protéines 
cytoplasmiques JAKs possèdent un domaine kinase formé par le fragment JH1, un domaine 
pseudo-kinase incluant JH2. La région N–terminale est formée de deux domaines: l’un est 
de type SH2 constitué de JH3 et JH4 et l’autre est un domaine FERM contenant les 
segments JH4-JH7. Tirée de (Haan et al., 2006). 
 
2.5 La famille des molécules STATs et leur structure 
 
 Les STATs (‘Signal Transducer and Activator of Transcription’) sont des facteurs 
de transcription cytoplasmiques sous un état latent. Lorsqu’elles sont activées, ces 
molécules ont la capacité d’acheminer un message de la surface membranaire jusqu’au 
noyau. Sept membres des STATs ont été identifiés chez les mammifères soit: STAT1, 
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6. Contrairement aux autres STATs, 
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l’expression de STAT4 est restreinte au thymus, aux cellules myéloïdes et aux testicules 
(Akira, 1999). Dépendamment de leurs fonctions, les STATs sont divisés en deux sous-
groupes; les STAT2, STAT4 et STAT6 sont impliqués dans le développement des cellules 
T et dans la voie de signalisation de l’IFN-γ. Les STAT1, STAT3, et STAT5 sont exprimés 
dans différents tissus et sont activés par plusieurs ligands, de plus, ils participent à 
l’embryogenèse et à la signalisation des IFNs (Calo et al., 2003). Les molécules STATs ont 
un poids moléculaire variant entre 90 et 115 kDa (748 à 851 acides aminés de long). Ces 
facteurs de transcription ont six domaines distincts de par leur fonction: le domaine de 
transactivation à l’extrémité C-terminal, le domaine SH2 étant le plus conservé, la séquence 
de liaison (‘linker domain’), le domaine qui interagit avec l’ADN, le domaine « coiled-
coil » et la région N-terminal (voir Figure 3) (Darnell, 1997; Brierley and Fish, 2005). Les 
facteurs de transcription STATs sont uniques à cause de leur domaine SH2. En fait la 
tyrosine-phosphorylation des molécules STATs est un processus très rapide qui se produit 
dans les cellules. In vitro, il a été démontré que les STATs sont phosphorylés dans les 15 
minutes qui suivent la stimulation des PBMC et lymphocytes T humains (Montag and 
Lotze, 2006) (Schneider et al. non publié). 
  
 
 
 
 
Figure 3: Structure schématique d’une molécule STAT. Ces facteurs de transcription 
sont formés de six domaines distincts : l’extrémité N-terminale, le domaine « coiled- coil », 
le domaine de liaison à l’ADN, la séquence de liaison, le domaine SH2 et le domaine de 
transactivation. Tirée de (Levy and Darnell, 2002).  
 
 
Lorsque les molécules JAKs induisent la transphosphorylation de la partie 
cytoplasmique du récepteur, des sites de liaison aux molécules STATs sont créés. Ainsi 
ces molécules sont recrutées aux récepteurs via leur domaine SH2. Ceci permet aux 
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JAKs d’activer les molécules STATs en phosphorylant leur résidu tyrosine situé au 
domaine de transactivation (Horvath, 2000). En conséquence, les molécules STATs 
subissent un changement de conformation et se détachent du récepteur pour former des 
hétéro- ou homodimères par des interactions réciproques SH2-phosphotyrosine (Shuai et 
al., 1993; Chen and Khurana Hershey, 2007). Les dimères ont une forme spécifique 
entraînant leur liaison à des séquences consensus définies au niveau des gènes cibles 
(Huising et al., 2006). La région N-terminale est impliquée dans la stabilisation des 
interactions entre deux molécules STATs. Ce domaine a une structure en forme 
d’hameçon (hook-like) qui est constitué de huit hélices-α. De plus, la région N-terminale 
est formée de résidus de tryptophane conservés au niveau de toutes les molécules STATs. 
Donc, de concert, les domaines N-terminaux des deux molécules STATs, forment des 
interactions hydrophiliques hélice-α−hélice-α, et les résidus de tryptophane sont engagés 
dans le processus de stabilisation des dimères (Horvath, 2000; Leonard, 2001). A cette 
étape, les deux molécules STAT phosphorylées vont alors se dissocier du récepteur et 
subséquement entrer dans le noyau. Ces larges protéines doivent avoir des signaux de 
passage valides tels que les NLS (‘Nuclear Localization Signals’) qui vont se lier à des 
importines α et β1 pour transloquer via les pores nucléaires (Reich and Liu, 2006). En 
fait le domaine appelé « coiled-coil domain »  semble être impliqué dans ces interactions 
protéine-protéine dépendamment de la molécule de STAT et des gènes cibles. Toutefois, 
son rôle n’est pas encore bien élucidé (Espert et al., 2003; Chen et al., 2004b; Brierley 
and Fish, 2005). Une fois dans le noyau, les dimères STATs se lient à l’ADN, par 
l’intermédiaire de leur domaine spécifique et ce, au niveau des promoteurs des gènes 
cibles afin d’initier la transcription (tels que les éléments GAS (‘Gamma  Activation 
Site’)) (Li et al., 1998; Vinkemeier et al., 1998). Plusieurs évènements participent 
directement à l’optimisation de la phase de transcription, en induisant des modifications 
chimiques post-traductionnelles des molécules STATs. Citons, la méthylation d’un résidu 
arginine à l’extrémité N-terminale (Mowen et al., 2001), l’acétylation des STATs lors de 
l’association du domaine de transactivation avec des protéines co-activatrices (telles que 
MCM5, MCM3 (‘Minichromosome Maintenance 3, 5’), HATs (‘Histone 
AcetylTransferase’) et p300/CBP (‘CREB-Binding Protein’)) (McDonald and Reich, 
1999; Shankaranarayanan et al., 2001; Levy and Darnell, 2002), la phosphorylation d’un 
résidu sérine dans le domaine de transactivation ou à l’extrémité C-terminale (pour 
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certaines STAT). Toutes ces modifications dans la conformation des STATs participent à 
induire une meilleure activation de la transcription. Lorsque les molécules STATs ont 
effectué leur mission, elles sont déphosphorylées puis retournées au cytoplasme pour le 
recyclage, ceci est réglé par le «coiled coil domain » avec la nécessité d’un signal 
d’export nucléaire (NES) (Haspel and Darnell, 1999; McBride et al., 2000). 
 
2.6 Cytokines et STATs 
 
Les molécules STATs, tout comme les JAKs, sont induites par toutes les cytokines 
de classe I et II (détails section 2.3). Le nombre limité de STATs fait en sorte qu’un 
même facteur de transcription peut participer à la signalisation de plusieurs types de 
cytokines. Bien qu’une même molécule STAT soit activée par divers signaux, il a été 
observé que les souris déficientes pour un type particulier ne présentent pas une 
défectuosité de signalisation à tous les niveaux. Ceci demeure moins clair quant aux 
voies de signalisation non affectées : sont-elles moins importantes ou utilisent-elles des 
protéines autres que les STATs? Il est nécessaire de mentionner que la plupart des études 
portant sur les rôles des STATs ont été réalisées en stimulant des lignées cellulaires 
immortalisées avec de hautes concentrations de cytokines.  
 Le STAT1 semble avoir une spécificité de reconnaissance en participant 
principalement à la voie de signalisation des IFNs de type I (IFN-α, IFN-β, IFN-ω) et II 
(IFN-γ). Par contre, le STAT2 est induit par un nombre de cytokines plus restreint soit 
uniquement les IFNs de classe I. Le STAT3 est activé particulièrement par des cytokines 
qui se lient aux récepteurs ayant la chaîne gp130 (IL-6, IL-11, IL-27, LIF…). Le STAT3 
peut aussi contribuer à la signalisation de messages provenant des récepteurs ayant la 
chaîne commune γc (IL-2, IL-7, IL-9, IL-15) et des cytokines se liant aux récepteurs 
homodimériques (hormone de croissance). De plus, le STAT3 peut contribuer à la voie de 
signalisation de l’IL-10 qui fait partie des cytokines de la classe II. Le STAT4 est induit par 
l’IL-12 (ayant un récepteur de la famille gp130). Les deux molécules de STAT5 se lient 
aux récepteurs d’hormones (prolactine, thrombopoïétine, érythropoïétine, hormone de 
croissance), aux récepteurs βc (IL-3, IL-5, GM-CSF) et à ceux qui ont la chaîne commune 
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γc. Finalement STAT6 passe à l’état actif sous l’effet des cytokines telles que l’IL-4 et l’IL-
13 (famille γc) (Leonard and O'Shea, 1998; Schindler, 2002). 
 
2.7 Fonctions des STATs et pathologies correspondantes 
 
 Les fonctions physiologiques des molécules STATs, comme pour les JAKs, ont été 
élucidées en étudiant l’effet de leur absence dans des modèles de souris, puis prouvées 
ensuite chez l’humain.  
 Les souris qui n’expriment pas le STAT1 sont viables et ont un développement 
normal hors, les réponses biologiques impliquant la signalisation des IFN sont altérées. Ce 
qui explique leur susceptibilité extrême quant aux infections virales et leur immunité innée 
affaiblie (Durbin et al., 1996; Meraz et al., 1996). Chez l’humain, il a été démontré qu’une 
déficience en STAT1 entraîne des pathologies d’ordre virales et mycobactériennes à cause 
d’une aberration au niveau de la signalisation des IFNs de type I et II (Dupuis et al., 2001; 
Dupuis et al., 2003). Une dérégulation de l’expression de STAT1 chez l’humain est aussi 
responsable de pathologies graves. En fait, une surexpression de STAT1 serait impliquée 
dans la promotion de l’inflammation dans le cerveau de patients atteints de la maladie 
d’Alzheimer (Kitamura et al., 1997). Il a été observé chez des patients atteints de sclérose 
en plaques une augmentation de l’expression du facteur de transcription STAT1 
(phosphorylé) dans les lymphocytes T CD8 et CD4 périphériques, ce qui corrèle aussi avec 
une hausse de l’expression de T-bet (Th1) et de l’IFN-γ  étant des médiateurs pro-
inflammatoires (Frisullo et al., 2006). De plus, il semble qu’une dérégulation de STAT1 est 
impliquée dans des maladies ischémiques cardiaques, des cancers, des maladies cœliaques 
(Zhou et al., 2001; Mazzarella et al., 2003; Ng et al., 2003). 
Les souris déficientes en STAT2, comme pour STAT1, sont viables et ont une 
croissance normale, toutefois leur voie de signalisation des IFNs est affectée. Ce qui 
conduit aussi à une vulnérabilité aux infections virales (Park et al., 2000). Toutefois, il est 
nécessaire de noter qu’une déficience en STAT1 aboutit à une interruption de la 
signalisation des IFNs de type I et II. Par contre, les souris STAT2-/- ont uniquement une 
abérration de la signalisation des IFNs de type I ceci a conduit certains groupes à considérer 
que STAT2 est un membre atypique et inhabituel de la famille des STATs (Park et al., 
1999). Chez l’humain, une diminution de l’expression de STAT2 peut induire des cancers 
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carcinoïdes et la maladie inflammatoire de l’intestin (Zhou et al., 2001; Mudter et al., 
2005).  
En absence d’expression de STAT3, les souris subissent une mort embryonnaire 
(Takeda et al., 1997), ne permettant pas d’études aussi élaborées que pour les STAT1 et 2. 
Toutefois l’élucidation de la fonction de STAT3 dans les tissus adultes est effectuée en se 
basant sur un système de recombinaison Cre-loxP, permettant l’ablation de STAT3 dans 
des tissus spécifiques et à un moment plus tardif. Il a été démontré que STAT3 est 
important pour la signalisation de LIF (‘Leukemia Inhibitory Factor’). Dans les 
lymphocytes T, une réduction de la signalisation de l’IL-6 et l’IL-10 est observée ainsi 
qu’une prolifération non contrôlée (Chen and Khurana Hershey, 2007). Chez l’humain, une 
dérégulation de STAT3 a été mise en cause dans le développement de certains cancers et 
maladies inflammatoires tels que la sclérose en plaques, le psoriasis et les maladies 
inflammatoires de l’intestin (Hodge et al., 2005; Musso et al., 2005; Frisullo et al., 2006; 
Gu et al., 2006). 
Les souris déficientes en STAT4 sont viables mais ont une altération au niveau de la 
voie de signalisation de l’IL-12. Ainsi en absence de signalisation de cette cytokine, le 
développement des lymphocytes Th1 est bloqué, ce qui entraîne un débalancement dans le 
système immunitaire favorisant ainsi la formation de lymphocytes Th2. Par conséquent, la 
production de l’IFN-γ est affaiblie et l’activité cytotoxique des cellules NK est diminuée 
(Kaplan et al., 1996). Les patients ayant une dérégulation au niveau de l’expression de 
STAT4 souffrent de maladies inflammatoires tels que le psoriasis et l’arthrite rhumatoïde 
(Eriksen et al., 2005; Walker et al., 2006). D’autre part, l’effet inverse est observé lorsque 
les souris sont déficientes en STAT6. En absence de ce facteur de transcription, la 
signalisation de l’IL-4 et de l’IL-13 est défectueuse. Ainsi, la différenciation vers le 
phénotype Th2 est inhibée (discuté à la section 1.4) (Shimoda et al., 1996; Takeda et al., 
1996), ce qui aboutit à une diminution des réponses dirigées contre les pathogènes 
extracellulaires. Des dérégulations de l’expression de STAT6 conduisent à diverses 
pathologies humaines, dont l’asthme, les allergies inflammatoires, les maladies cardiaques 
ischémiques et le lymphome de Hodgkin (Ghaffar et al., 2000; Mullings et al., 2001; 
Skinnider et al., 2002; Satterthwaite et al., 2005). 
Malgré leur grande homologie, la distribution des STAT5a et STAT5b dans les tissus 
est différente, ce qui explique leurs fonctions distinctes. Les souris déficientes pour le 
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STAT5a ont une altération de la signalisation de la prolactine, ce qui entraîne des 
problèmes au niveau du développement des glandes mammaires. De plus, les voies de 
signalisation de l’IL-2 et du GM-CSF sont réduites (Feldman et al., 1997; Liu et al., 1997). 
Une expression non régulée de STAT5a chez l’humain est la cause de plusieurs maladies 
tels que les cancers (Li et al., 2004; Nevalainen et al., 2004). L’absence de STAT5b conduit 
à une perte de la signalisation des facteurs de croissance (GH) chez la souris comme chez 
l’humain, aboutissant entre autres à des immunodéficiences (Kofoed et al., 2003). Une 
abolition à la fois des STAT5a et STAT5b conduit à une diminution de la prolifération des 
lymphocytes T et une absence de cellules NK (voir tableaux 2 et 3).  
 
Tableau 2: Phénotype des souris déficientes pour des molécules STATs  
 
 
   Molécule STAT                                                   Phénotype de souris déficientes 
STAT1                                                  Diminution de la signalisation des IFNs 
                                                            Susceptibilité accrue aux  infections virales 
STAT2                                                  Diminution de la signalisation des IFNs 
                                                             Susceptibilité accrue aux  infections virales 
STAT3                                             Mort périnatale, diminution de la signalisation 
                                                               d’IL-6 et d’IL-10 
STAT4                                                    Diminution de la signalisation d’IL-12 
                                                               Polarisation de Th1 affectée 
STAT5a                                                   Signalisation de prolactine diminuée 
         STAT5b                                                  Signalisation de l’hormone de croissance 
                                                                   défectueuse, activité NK diminuée 
STAT6                                             Diminution de la signalisation d’IL-4 et IL-13 
                                                                           Polarisation de Th2 affectée 
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Tableau 3: Les voies de signalisations JAK/STAT empruntées par les cytokines de la 
classe I et II. 
 
Cytokine                                           JAK                                              STAT 
Chaîne γc* 
IL-2, IL-7, IL-9, IL-15                JAK1, JAK3                            STAT5a/b, STAT3
IL-4                                             JAK1, JAK3                                STAT6 
IL-13                                           JAK1, JAK2, TYK2                    STAT6 
Chaîne βc* 
IL-3, IL-5, GM-CSF                   JAK2                                            STAT5a/b 
Chaîne gp130* 
IL-6, IL-11, IL-27, LIF               JAK1, JAK2, TYK2                    STAT3 
IL-12++                                        JAK2, TYK2                                STAT4 
Homodimériques* 
        Hormone de croissance                JAK2                                       STAT5a/b, STAT3 
Prl, Epo, Tpo                               JAK2                                           STAT5a/b 
Interférons+ 
IFN α/β                                       JAK1 TYK2                                STAT1, STAT2 
IFN-γ                                           JAK1, JAK2                                STAT1 
 
IL-10+                                         JAK1, TYK2                                STAT3 
 
Légende : Ce tableau regroupe les cytokines selon leur interaction avec une chaîne 
commune de leur récepteur spécifique. Seules les molécules JAKs et STATs dont leur 
activation est la plus assurée ont été incluses.  * Cytokines de la classe I. + Cytokines de 
classe II. ++ IL-12 se lie à un récepteur ayant une chaîne homologue et de la même famille 
que le gp130. 
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3.0 La régulation négative de la voie JAK-STAT 
 
L’activité des cytokines impliquant l’induction des cascades biochimiques 
particulièrement de la voie JAK-STAT est sous haute surveillance. En fait, l’intensité et la 
durée du signal d’activation déterminent la nature de la réponse cellulaire à des cytokines. 
Par conséquent, la voie JAK-STAT est soumise à des régulations négatives à différents 
niveaux afin de réguler l’impact de ces médiateurs. Il existe, au moins, trois familles de 
régulateurs spécialisés contribuant au blocage des cascades JAK-STAT. Citons : les PIAS 
(‘Protein Inhibitors of Activated STATs’), les protéines tyrosine phosphatase (PTP) et la 
famille des SOCS (‘Suppressors Of Cytokine Signalling’). Malgré leurs modes d’actions 
distincts, ces inhibiteurs ont pour but d’assurer un contrôle rigoureux du signal afin 
d’obtenir la réponse cellulaire adéquate.  
 
3.1 La famille des PIAS 
 
 Les PIAS (‘Protein Inhibitor of Activated STATs’) sont des régulateurs négatifs 
pour plus de 60 protéines dont la plupart sont des facteurs de transcription citons les 
STATs. Chez les mammifères, la famille des PIAS est constituée de quatre membres soit 
les PIAS1, PIAS3, PIASx et PIASy (Schmidt and Muller, 2003; Shuai, 2006). La présence 
d’isoformes pour ces inhibiteurs augmente la complexité de cette famille. Les protéines 
PIAS, spécifiquement PIAS1 et PIAS3, ont la capacité de se lier aux molécules STATs et 
d’empêcher leur interaction avec l’ADN, bloquant ainsi la transcription des gènes cibles. 
Par contre, PIASx et PIASy peuvent recruter des molécules co-inhibitrices comme les 
histones déacétylases (HDACs) et donc inhiber la transcription sans interférer dans la 
liaison des STATs à l’ADN (Wormald and Hilton, 2004). De plus, les PIAS ont la capacité 
de séquestrer les facteurs de transcription STATs dans des compartiments ou des structures 
nucléaires (Sharrocks, 2006). Récemment, il a été démontré que tous les membres PIAS 
sont dotés d’une activité de SUMOylation. Ceci consiste à une modification post-
traductionnelle aboutissant à un couplage covalent d'une ou plusieurs protéines SUMO 
(‘Small Ubiquitin like-Modifier’) à des lysines des protéines cibles. Ainsi, les molécules 
STATs ayant subies des modifications ne sont plus aptes à se lier à l’ADN et à l’induction 
de la transcription des gènes (Kroetz, 2005; Palvimo, 2007). 
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3.2 Les protéines tyrosine phosphatases (PTP) 
 
Il existe plusieurs types de PTP qui sont impliqués dans la régulation de divers 
mécanismes dont la voie JAK-STAT; on distingue la famille des SHPs  (‘SH2-containing 
tyrosine phosphatases’) qui inclut deux membres : SHP1 (ou PTP1C) et SHP2 (ou PTP1D). 
Ce sont des enzymes cytoplasmiques de types phosphatases caractérisées par la présence de 
deux domaines SH2. Dans le cas de la voie JAK-STAT, les SHPs sont capables de se lier, 
par leur domaines SH2, aux résidus de tyrosine phosphorylés localisés sur les récepteurs ou 
sur les molécules JAKs qui sont sous un état activé (Neel et al., 2003). Ce qui induit un 
changement de conformation et permet l’activation du domaine phosphatase des SHPs. En 
conséquent ceci aboutit à une déphosphorylation de leur substrat (Hilton, 1999). Lorsque 
les molécules SHPs s’associent au récepteur, ce dernier est alors incapable de former les 
sites d’amarrage et d’interaction des molécules STATs. Dans les minutes qui suivent la 
liaison d’une cytokine à son récepteur, les molécules SHPs semblent être les premières à 
agir pour la régulation négative. Il existe aussi d’autres types de tyrosine phosphatases 
citons les molécules CD45, PTP1B (‘Phospho-Tyrosine Phosphatase 1B’) et TC-PTP (‘T 
Cell Protein Tyrosine Phosphatase’) (Valentino and Pierre, 2006). Une étude récente a 
démontré l’importance de ces phosphatases dans le contrôle des voies de signalisation. En 
fait, des embryons de souris doubles mutants ptp1b-/- tcptp- /- ont subi une mort 
embryonnaire (jour 9,5-10,5) ; ceci syncronisait avec une activation constitutive de STAT1 
(Heinonen et al., 2009). Certaines études suggèrent une implication particulière de TC-PTP 
dans la déphosphorylation de JAK1 et de STAT1, alors que JAK2 serait le substrat de 
l’enzyme PTP1B (Myers et al., 2001; Simoncic et al., 2002; ten Hoeve et al., 2002). Ainsi 
une abolition de l’une des deux phosphatases affecterait plusieurs voies de signalisation 
dont celle de l’IFN-γ. La PTPase CD45 est hautement exprimée à la surface des cellules 
hématopoïétiques et joue un rôle important dans la régulation négative de divers cascades 
de signalisation (Thomas, 1989). Une étude a démontré que le CD45 peut déphosphoryler, 
in vitro, les quatre membres de la famille des JAK kinases ; JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. 
De plus, une abolition de l’expression de CD45 entraîne une hyperactivation de la voie 
JAK-STAT (Irie-Sasaki et al., 2001). Le CD45 serait alors responsable de réguler et de 
gérer les réponses cellulaires à différents signaux (Penninger et al., 2001). 
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3.3 La famille des protéines SOCS 
 
3.3.1 Aperçu général 
 
 Récemment découvertes, les protéines SOCS (‘Suppressors Of Cytokine 
Signalling’) constituent une famille de régulateurs négatifs intracellulaires formée de huit 
membres : SOCS-1, SOCS-2, SOCS-3, SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6, SOCS-7 et CIS 
(‘Cytokine Inducible-SH2 containing protein’) (Starr and Hilton, 1998; Alexander, 2002). 
Le premier membre à avoir été découvert est CIS ; dans les études initiales il a été 
démontré qu’il était rapidement induit et qu’il avait inhibé les voies de signalisations de 
l’IL-3 et de l’érythropoïétine (EPO) (Yoshimura et al., 1995; Matsumoto et al., 1997). 
SOCS-1, le deuxième membre à être identifié, a été cloné par trois groupes indépendants 
qui ont démontré qu’une expression forcée de SOCS-1 bloque la signalisation induite par 
diverses cytokines dépendantes de la voie JAK-STAT (Endo et al., 1997; Naka et al., 1997; 
Starr et al., 1997). Les SOCS jouent un rôle indispensable dans l’inhibition de la 
signalisation induite par plusieurs stimuli incluant les cytokines, les hormones de 
croissance, les ligands des récepteurs Toll, les statines et l’AMPc (‘Cyclic Adenosine 
Monophosphate’) (Ilangumaran et al., 2004). Les SOCS agissent principalement sur les 
voies de type JAK-STAT. Contrairement aux PIAS et SHPs qui préexistent dans la cellule 
non activée, les protéines SOCS sont inductibles et ne sont détectées qu’à un niveau basal 
très faible. En fait, lorsque qu’un dimère STAT est transloqué dans le noyau, plusieurs 
gènes sont transcrits dont les ARNm des SOCS correspondants qui sont transcrits et 
traduits de manière très précoce et sont dotés d’un pouvoir d’inhibition des voies de 
signalisation (Gisselbrecht, 1999). 
 
3.3.2 Structure des protéines SOCS 
 
 Tous les membres de la famille des SOCS ont une similarité structurale et 
fonctionnelle (Dalpke and Heeg, 2003). Ils ont une organisation tertiaire formée d’un 
domaine SH2 central constitué de 95 acides aminés, flanqué d’une région N-terminale 
ayant une longueur variable entre 50 et 350 acides aminés peu conservés, puis l’extrémité 
C-terminale contient un motif appelé « boîte SOCS » formée de 40 acides aminés 
hautement conservés au niveau des membres de la famille. La région N-terminale des 
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SOCS-5 à 7 est plus allongée que les autres membres; SOCS-4 a une longueur 
intermédiaire. D’autre part, au moins une vingtaine de protéines répertoriées chez l’humain 
et la souris partagent des similarités au niveau de la région de la « boîte SOCS » (Cooney, 
2002) tels que les ASB (‘ankyrin-repeat-containing proteins’), les protéines WSB (‘WD-
40-repeat containing proteins) et les SSB (‘SPRY domain-containing proteins’). Toutefois, 
ces protéines diffèrent au niveau de leur région centrale; le domaine SH2 est attribué 
spécifiquement aux protéines SOCS (Krebs and Hilton, 2000). Bien que les huit protéines 
SOCS se ressemblent toutes du point de vue structural, elles peuvent être regroupées en 
paires en se basant sur leur niveau d’homologie de séquences: CIS et SOCS-2 (45%), 
SOCS-1 et SOCS-3 (35%), SOCS-4 et SOCS-5 (92%), SOCS-6 et SOCS-7 (57%) (voir 
Figure 4) (Alexander, 2002). Il est intéressant de noter que les SOCS-1 et SOCS-3 ne 
semblent pas avoir d’introns. D’ailleurs les membres CIS, SOCS-1, SOCS-2 et SOCS-3 
sont les plus étudiés dans la littérature, toutefois nous allons nous concentrer sur les 
molécules SOCS-1 et SOCS-3 tout en mentionnant les caractéristiques des autres protéines 
SOCS lorsque les informations sont disponibles. 
 
 
 
Figure 4: Structure schématique des huit membres de la famille SOCS : Chaque 
protéines SOCS est formée de trois régions distinctes ; soit l’extrémité N-terminale de 
longueur variable (en vert), le domaine SH2 (en bleu) et la région C-terminale (ou boîte 
SOCS) (en rouge), les pourcentages d’homologie entre les protéines SOCS sont aussi 
mentionnés. Les cases contenant la lettre K indiquent les régions KIR. Tirée de (Alexander, 
2002). 
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Le domaine central SH2 a la propriété de se lier aux motifs de tyrosine 
phosphorylés sur les protéines cibles (Hilton, 1999). Les membres CIS et SOCS-2 semblent 
interagir par leur domaine SH2 avec des résidus de tyrosine phosphorylés sur les récepteurs 
activés (Yoshimura et al., 2007). De cette façon, ces deux inhibiteurs entrent en 
compétition avec les molécules STATs pour se lier aux récepteurs. SOCS-1 a la capacité 
d’interagir directement et avec une haute affinité au niveau des molécules JAKs, par 
l’intermédiaire de son domaine SH2. Citons un des exemples intéressants de la littérature ; 
SOCS-1 semble avoir une activité suppressive très notable sur la signalisation des IFNs de 
classe I même à des bas niveaux (Fenner et al., 2006). En fait, SOCS-1 se lie au résidu 
tyrosine en position 441 du récepteur de type 1 de l’interféron gamma (IFNGR1) d’abord, 
puis interagit avec la molécule JAK2 et inhibe son activité kinase (Qing et al., 2005). Le 
domaine SH2 de SOCS-3 est formé d’un motif particulier de 35 résidus appelé « PEST » 
(‘Proline-, glutamic-acid-, serine- and threonine-rich’) ou C-ESS (‘C-extended SH2 
domain’) qui est très critique pour l’interaction avec les phosphotyrosines. Ce motif 
participe à l’activité inhibitrice de SOCS-3 et à sa stabilisation (Babon et al., 2006). Cet 
inhibiteur se lie plus particulièrement à la tyrosine phosphorylée en position 757 (Tyr 757) 
des récepteurs ayant la chaîne commune gp130, de plus il se lie au résidu tyrosine en 
position 800 du récepteur de l’IL-12 (Yamamoto et al., 2003). Le mécanisme d’inhibition 
par le SOCS-3 peut être favorisé par le contact avec les récepteurs activés et agir comme les 
CIS et SOCS-2, ou peut directement se lier aux molécules JAKs tout comme le SOCS-1 
(Hansen et al., 1999; Nicholson et al., 2000; Sasaki et al., 2003). Toutefois, cette dernière 
possibilité demeure moins appréciée dans la littérature puisque le SOCS-3 à une faible 
affinité pour les JAKs, mais peut se lier à proximité de leur domaine kinase (Nicholson et 
al., 2000; Piessevaux et al., 2008). Des études de mutagenèse on démontré que les SOCS-1 
et SOCS-3 ont une extension de l’extrémité N-terminale du domaine SH2 appelée N-ESS 
(‘N- terminus Extended SH2 Subdomain’) et qui est formée de 15 résidus d’acides aminés 
organisés sous forme d’hélices α. Cette zone est cruciale pour favoriser une solide 
interaction des SOCS avec les résidus de tyrosine phosphorylés et pour déterminer leur 
orientation spatiale (Sasaki et al., 1999; Yasukawa et al., 1999; Babon et al., 2006). 
Récemment, des études ont montré que les SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6 et SOCS-7 
possèdent aussi cette région additionnelle du domaine SH2 à son extrémité N-terminale. 
Cette extension est plus notable en longueur que chez les autres SOCS, elle est formée de 
300-400 résidus d’acides aminés. Toutefois, la fonction et la structure exacte de leur région 
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N-ESS demeure moins connue pour ce groupe de SOCS (SOCS-4, 5,6 et 7) (Bullock et al., 
2007). 
Les SOCS-1 et SOCS-3 sont les seuls à partager une région en N-terminal appelée 
KIR (‘Kinase Inhibitory Region’) et qui est localisée tout près de la séquence N-ESS 
(Alexander and Hilton, 2004) (voir Figure 4 p.38). Ce domaine est formé de 12 acides 
aminés et joue un rôle indispensable et crucial dans leurs mécanismes d’inhibition. KIR agit 
comme pseudo-substrat et empêche l’interaction du domaine catalytique des molécules 
JAKs avec les STATs (Narazaki et al., 1998; Sasaki et al., 1999). La mutation d’un résidu 
tyrosine conservé dans la région KIR abolit la capacité inhibitrice des SOCS-1 et SOCS–3 
sans affecter leur capacité de liaison aux molécules JAKs. Pour étudier plus en profondeur 
l’importance du domaine KIR, plusieurs équipes ont développé un peptide Tkip (‘Tyrosine 
Kinase Inhibitor Peptide’) de 12 résidus (WLVFFVIFYFFR) mimant l’activité inhibitrice 
KIR du SOCS-1. Ce peptide est suffisant pour bloquer l’activité de JAK2 et empêche le 
recrutement des STATs correspondants (Flowers et al., 2004; Waiboci et al., 2007). Dans 
une des nombreuses études, Tkip a été capable tout comme le SOCS-1-KIR de protéger des 
souris contre l’infection létale par le poxvirus et ce en bloquant JAK2 (Ahmed et al., 2009). 
Ceci démontre le rôle critique du domaine KIR et suggère qu’il permet aux SOCS-1 et 
SOCS-3 d’avoir une activité inhibitrice et une interaction avec les JAKs optimales. Il a été 
suggéré que le SOCS-5 pourrait avoir un domaine KIR puisqu’il a une séquence proche de 
Tkip, mais ceci n’a pas encore été testé (Croker et al., 2008), donc seuls les SOCS-1 et 
SOCS-3 possèdent un domaine KIR fonctionnel. Comme mentionné précédemment, les 
SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6 et SOCS-7 possèdent la région N-terminale la plus longue ce 
qui suggère que ces membres forment un sous-groupe au sein de la famille des SOCS. Peu 
d’informations sont disponibles quant au rôle de cette région dans ce sous-groupe. 
Récemment, une étude a démontré que la région N-terminale joue un rôle essentiel dans la 
localisation nucléaire du SOCS-6. Ce groupe de chercheurs a été le premier a identifié 
qu’un membre de la famille SOCS peut jouer un rôle fonctionnel dans le noyau (Hwang et 
al., 2007). Une autre étude a démontré que la région N-terminale du SOCS-5 est nécessaire 
pour son interaction avec le récepteur EFG-R (‘Epidermal Growth Factor Receptor’) 
(Nicholson et al., 2005). Toutefois, ces données demeurent moins élaborées et élucidées 
dans la littérature. 
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 Subséquemment à leurs interactions avec les phospho-tyrosines des protéines cibles 
(récepteurs ou JAKs ou STATs etc…), les SOCS inhibent leur activité kinase et bloquent la 
voie de signalisation correspondante. Or, une troisième étape est nécessaire afin d’achever 
le mécanisme d’inhibition par les protéines SOCS. Cette dernière est accomplie par le 
domaine de la  «boîte SOCS » à l’extrémité C-terminale (Piessevaux et al., 2006). La 
« boîte SOCS »  permet de marquer les molécules cibles en effectuant leur ubiquitinylation 
ce qui conduit à leur élimination par le complexe protéolytique du protéasome. La région 
N-terminale du domaine de la « boîte SOCS » inclut une séquence formée de 10 acides 
aminés et qui est appelée « boîte BC » (Kibel et al., 1995; Dimitriou et al., 2008). Cette 
dernière a la particularité de participer à l’interaction avec des protéines de type Elongine B 
et C. D’autre part, la région C-terminale de la « boîte SOCS » contient un sous-domaine 
appelé « boîte Cul5 » et qui permet de recruter une troisième protéine nommée Culline-5 au 
complexe SOCS/ Elongin B/ Elongin C (Kamura et al., 1998; Mahrour et al., 2008). En 
gros, la « boîte SOCS » est formée de trois hélices α qui entrent en interaction avec 
l’Elongine C ayant une seule hélice α par des liens hydrophobiques (Dimitriou et al., 2008). 
Ensuite l’Elongine B stabilise le complexe en entrant en contact avec une région en forme 
de boucle entre les hélices 2 et 3 de la « boîte SOCS » (Zhang et al., 1999; Bullock et al., 
2006). Ce complexe tertiaire recrute la Culline-5 qui à son tour participe à l’interaction 
avec la protéine Rbx2 (‘RING-box-2’) (‘RING finger-containing protein’). Cette dernière 
stabilise et favorise la liaison du complexe avec l’enzyme E2 ubiquitinase (‘E2 ubiquitin-
conjugated enzyme’). Ainsi, les SOCS/ Elongine B/ Elongine C/Culline 5/ Rbx2/ E2 
ubiquitinase forment un complexe qui fonctionne comme l’ubiquitine ligase E3 (Kamura et 
al., 2004) (voir Figure 5). En conséquence, les protéines cibles sont marquées de manière 
covalente avec des ubiquitines et sont acheminées au protéasome pour subir la dégradation 
(Larsen and Ropke, 2002). 
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Figure 5: Représentation schématique de l’enzyme E3 ligase. Suite à l’activation de la 
voie JAK/STAT, les protéines SOCS bloquent la voie de signalisation et provoque la 
dégradation des molécules cibles par le protéasome via la « boîte SOCS ». Cette dernière se 
lie à l’Elongine B et C, Cul5, Rbx2, à l’enyme E2 pour former la ligase E3, ce qui induit 
l’ubiquitination des molécules visées. Modifiée de (Liu et al., 2005). 
 
 
 
3.3.3 Les fonctions physiologiques des protéines SOCS 
 
Les modèles de souris transgéniques qui ont une surexpression ou une délétion d’un 
gène codant pour une protéine SOCS spécifique, ont permis d’étudier le rôle de chacun des 
membres SOCS. Toutefois, les informations au niveau de la littérature sont concentrées sur 
les membres CIS, SOCS-1, SOCS-2 et SOCS-3. 
Les souris qui n’expriment pas CIS ont un phénotype tout à fait normal. Toutefois, 
une surexpression de CIS entraîne des conséquences plus notables. Dans ce cas, les souris 
ont un poids inférieur à la moyenne qui est peut être dû à une signalisation abérrante de 
l’hormone de croissance (GH) (Ram and Waxman, 1999). Chez les femelles, la 
surexpression de CIS induit une dérégulation de la signalisation de la prolactine ce qui 
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entraîne des complications au niveau du développement des glandes mammaires. De plus, 
les souris transgéniques montrent aussi une sévère diminution du taux des lymphocytes T 
de type γδ et de l’activité des cellules NK ainsi qu’une altération de la balance Th1/Th2 
(Matsumoto et al., 1999). Il est intéressant de noter que les souris sur-exprimant le CIS ont 
des problèmes similaires à ceux observés chez les souris qui n’expriment pas le STAT5. Ce 
qui suggère que le CIS peut réguler les voies de signalisation induites par le STAT5 
(Cooney, 2002).  
Les souris SOCS-1-/- subissent une mort néonatale trois semaines après leur naissance. 
Plusieurs complications ont été notées : une dégénérescence du foie et une infiltration 
hématopoïétique massive au niveau de plusieurs organes qui est associée à une 
inflammation sévère (Starr et al., 1998). Une augmentation de l’apoptose dans les organes 
lymphoïdes a aussi été observée. De plus, il semble que les lymphocytes T provenant des 
souris SOCS-1-/- sont activés de manière spontanée même dans des conditions sans 
pathogène (‘pathogen-free’) (Marine et al., 1999; Naka et al., 2001). En fait, ces problèmes 
néonataux semblent être causés par une altération au niveau du contrôle de la voie de 
signalisation de l’IFN-γ . Ces souris deviennent hypersensibles à l’IFN-γ et ont un taux de 
cytokines élevé dans leur sérum (Brysha et al., 2001). Ceci a rendu les souris très 
résistantes aux infections virales et parasitaires (Alexander et al., 1999; Bullen et al., 2003; 
Zimmermann et al., 2006). Un groupe de chercheurs a démontré que des injections d’IFN-γ 
quotidiennes chez des souriceaux nouveau-nés induisent des complications similaires aux 
souris SOCS1-/-. De plus, en injectant les souris SOCS-1-/- avec un anticorps bloquant l’IFN-
γ dès la naissance, elles sont protégées de la mort précoce et de l’infiltration massive des 
organes (Bullen et al., 2001). Les souris ayant un phénotype SOCS-1-/- IFN-γ-/-  ont une 
apparence saine en début de vie, mais après plusieurs mois, elles succombent à des 
maladies inflammatoires (Metcalf et al., 2002); ceci implique que le SOCS-1 est aussi 
responsable du contrôle des voies de signalisation autres que celle de l’IFN-γ.  Les 
lymphocytes T de souris SOCS-1-/-, lorsque stimulés avec l’IL-12 ou l’IL-4 ont la capacité 
de conserver une phosphorylation prolongée et maintenue du STAT4 ou STAT6 
respectivement, ceci crée un débalancement exagéré de Th1/Th2 (Fujimoto et al., 2002) 
(voir section 1.4, p.16). Chez l’humain, une délétion du SOCS-1 a été associée à certains 
types de cancers tels que les carcinomes hépatocellulaires, les lymphomes et le syndrome 
myélodysplastique (MDS) (Yoshikawa et al., 2001; Jost et al., 2007). 
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 La fonction in vitro de SOCS-2 n’est pas encore bien élucidée, toutefois sa fonction 
in vivo a été bien étudiée via l’utilisation des souris SOCS-2-/-. Il a été démontré que les 
souris déficientes en SOCS-2 ont une apparence saine à la naissance, mais après trois 
semaines, elles commencent à croître plus rapidement et atteignent un poids plus élevé que 
la normale. Ces observations suggèrent que le SOCS-2 a un rôle important dans la 
régulation de la signalisation de l’hormone de croissance et de l’IGF-1 (‘Insulin-like 
Growth Factor-1’). Ces souris sont caractérisées par un phénotype de gigantisme dû à une 
hypertrophie du foie et des organes viscéraux (Metcalf et al., 2000; Leroith and Nissley, 
2005).  
Deux groupes ont attribué des fonctions contradictoires au SOCS-3. Les souris 
SOCS-3-/- subissent une mort prénatale et les embryons ont une érythrocytose généralisée. 
A la lumière de ces observations, un premier groupe a suggéré que le SOCS-3 est un 
régulateur négatif de la voie de signalisation de l’érythropoïétine (EPO) (Sasaki et al., 
2000). Par contre, le second groupe a plutôt attribué ces complications à une malformation 
placentaire et a suggéré que le SOCS-3 joue un rôle important dans la formation du 
placenta (Roberts et al., 2001). La mort prénatale des souris a compliqué le dénouement du 
rôle de SOCS-3. Toutefois, les groupes Yasukawa, Croker et collègues ont démontré des 
rôles distincts et nouveaux en générant des modèles de souris ayant une déficience en 
SOCS-3 dans les hépatocytes, les macrophages ou les neutrophiles et ce, par la technologie 
de Cre-loxP. Ils ont démontré que le SOCS-3 joue un rôle crucial dans la régulation de la 
signalisation de l’IL-6, du LIF et des cytokines utilisant le récepteur gp130. En revanche, 
ces groupes ont montré que SOCS-3 n’est pas essentiel pour la signalisation de l’IL-10 et 
l’IFN-γ (Croker et al., 2003; Johnston and O'Shea, 2003; Lang et al., 2003; Yasukawa et al., 
2003). De plus, le SOCS-3 est impliqué dans l’inhibition de la signalisation du G-CSF 
(‘Granulocyte Colony-Stimulating Factor’) et de la leptine (Croker et al., 2004; Howard et 
al., 2004) (voir Tableau 4). 
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Tableau 4: Tableau récapitulatif des principaux rôles des SOCS  
 
 
 
Molécule SOCS 
 
       Phénotype de souris déficientes 
 
 Molécules Cibles* 
 
CIS** 
 
Poids inférieur à la normale, dérégulation 
de la signalisation de la prolactine et de 
l’hormone de croissance, altération de 
la balance Th1/Th2 
 
Epo R 
Prl R 
leptine R 
 
SOCS-1 
 
Mort néonatale, hypersensiblité à l’IFN-γ 
 
JAK 
IFNGR1 
 
SOCS-2 
 
Gigantisme, abbération de la signalisation 
de l’hormone de croissance et de l’IGF-1. 
 
GH R 
leptine R 
 
 
SOCS-3 
 
Mort périnatale, dérégulation de la 
signalisation de l’érythropoïétine, l’IL-6, 
LIF, G-CSF 
 
gp130 
Epo R 
leptine R 
IL-12Rβ2 
 
 
Légende : * les molécules cibles suivit de la lettre « R » désignent les récepteurs. ** les 
souris transgéniques pour CIS ont subi une surexpression, par contre pour les autres 
molécules SOCS il s’agit d’une déficience. 
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3.3.4 Importance des SOCS-1 et SOCS-3 dans le système immunitaire 
  
Les protéines SOCS-1 et SOCS-3 sont des régulateurs physiologiques clés au niveau 
de l’immunité innée et acquise. Les récepteurs Toll-Like (TLR) jouent un rôle essentiel dans 
la reconnaissance des signaux de dangers (endogènes et exogènes) et l’activation de 
l’immunité innée. Lorsque les TLR sont insuffisamment activés ceci entraîne une 
susceptibilité élevée aux infections, alors qu’une activation exagérée aboutit à des maladies 
auto-immunes et à des inflammations chroniques (Dimitriou et al., 2008). Les gènes des 
SOCS-1 et SOCS-3 sont induits lorsque le TLR4 est activé par le LPS. Le SOCS-1 a la 
capacité d’interagir directement avec des molécules de la cascade MyD88-dépendante 
(‘Myeloid differenciation factor 88’) citons ; MAL (‘MyD88-adaptor-like protein’), IRAK-
4 (‘IL-1R Associated Kinase 4’) et p65 (sous-unité de NF-κB) (Ryo et al., 2003; Dimitriou 
et al., 2008). Le SOCS-3 n’agit pas directement sur la cascade des TLR, mais influence 
plutôt les effets des médiateurs secondaires. D’ailleurs le SOCS-3 est l’une des protéines 
les plus exprimées dans les macrophages après leur stimulation avec du LPS. En fait, cet 
inhibiteur joue un rôle crucial dans la balance entre les activités divergentes des cytokines 
anti-inflammatoires tel l’IL-10 et les cytokines pro-inflammatoires tels que l’IL-6, l’IL-1 et 
le TGF-β (Yasukawa et al., 2003; El Kasmi et al., 2006). 
A l'interface entre l’immunité innée et adaptative, les cellules dendritiques (CD) 
jouent un rôle indispensable pour connecter ces deux composantes. Les protéines SOCS-1 
et SOCS-3 sont impliquées dans l’activation, la différenciation et la maturation de ces 
cellules (Yoshimura et al., 2007). Dans les CD immatures, la voie de signalisation médiée 
par STAT6 est constitutivement activée. Toutefois, pendant le processus de maturation, le 
SOCS-1 est induit et permet d’avoir un changement d’expression des STATs, de sorte que 
le STAT6 est remplacé par le STAT1 qui est essentiel pour la maturation des CD (Hanada 
et al., 2003). Le SOCS-1 est aussi responsable de réguler la proportion des sous-
populations dérivées des CD. Le SOCS-3 semble être impliqué dans la régulation des 
cytokines sécrétées par les CD. Le SOCS-3 établit ainsi une balance entre les cytokines 
permettant la polarisation des cellules T en Th2 ou en Tregs. Une expression forcée du 
SOCS-3 dans les CD a permis de bloquer la différenciation des lymphocytes T CD4 en 
Th17 à cause d’une réduction de la production de l’IL-23 (voir section 1.4, p.16), ce faisant 
la polarisation des lymphocytes T CD4 vers un profile Th2 a été favorisée (Li et al., 2006). 
Une telle polarisation des lymphocytes T CD4 a protégé les souris contre certaines 
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maladies auto-immunes telle que l’EAE (Li et al., 2006). Étonnamment, l’absence du 
SOCS-3 dans les CD a aussi protégé les souris mais cette fois ci, le mécanisme en cause est 
plutôt l’induction de l’expansion des cellules Tregs. En fait, en absence du SOCS-3, le 
STAT3 est toujours en état actif permettant l’induction de l’IL-10 et du TGF-β (Kinjyo et 
al., 2006; Ogata et al., 2006). Ceci montre l’importance du SOCS-3 dans la balance entre 
les cellules T CD4 de type Th2 et les cellules Tregs (Yoshimura et al., 2007). 
 Les SOCS-1 et SOCS-3 jouent un rôle central au niveau de l’immunité adaptative et 
particulièrement dans le fonctionnement des lymphocytes T. Contrairement aux cellules T 
périphériques, le SOCS-1 est exprimé abondamment dans les thymocytes surtout dans les 
cellules doubles positives CD4+ CD8+. En fait, le SOCS-1 est capable d’assurer la balance 
des thymocytes simples positifs en régulant la signalisation de l’IL-7 et de l’IL-15 
respectivement dans les cellules CD4+ et CD8+ (Chong et al., 2003; Dimitriou et al., 
2008). L’absence du SOCS-1 induit préférentiellement la formation de thymocytes CD8+ 
CD4- (Catlett and Hedrick, 2005).  
Tel que mentionné précédemment (section 1.4, p.16), les cytokines IFN-γ, IL-12 et 
IL-4 sont largement impliquées dans la polarisation des cellules Th (CD4) via l’induction 
des molécules STAT1, STAT4 et STAT6 respectivement. Toutefois, ces voies de 
signalisations sont hautement régulées par les SOCS-1 et SOCS-3 afin de préserver la 
balance des types Th1/Th2. Les lymphocytes Th1 expriment un niveau plus notable du 
SOCS-1, par contre, le SOCS-3 est plus exprimé dans les lymphocytes de type Th2 
(Egwuagu et al., 2002). En fait, lorsque l’IFN-γ ou l’IL-12 sont présents en concentrations 
élevées dans le milieu extracellulaire, la voie de signalisation IL-4-STAT6 est bloquée par 
le SOCS-1, ce qui favorise la polarisation vers le type Th1 (Egwuagu et al., 2002). De 
manière opposée, le SOCS-1 semble aussi bloquer la voie IFN-γ-STAT1, ce qui suggère 
que le SOCS-1 a le pouvoir d’exercer une suppression mutuelle des Th1 et de Th2 
(Yoshimura et al., 2007). Quant au SOCS-3, cet inhibiteur permet de bloquer la voie IL-12-
STAT4, ce qui induit une polarisation vers le type Th2 (Seki et al., 2003; Yamamoto et al., 
2003). Les SOCS-1 et SOCS-3 semblent aussi jouer un rôle important dans la polarisation 
des lymphocytes T CD4 de type Th17. Le SOCS-1 bloque fortement l’effet de l’IFN-γ et 
conséquemment participe à la promotion de la différenciation des lymphocytes T CD4 en 
type Th17 (Yoshimura et al., 2007). En revanche, le SOCS-3 a la capacité de bloquer l’effet 
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de l’IL-6 et l’IL-23 via le STAT3 et donc de réguler négativement le développement des 
cellules T de type Th17 (Chen et al., 2006).  
Au niveau des lymphocytes T CD8, il a été démontré que les souris SOCS-1-/- ont une 
hyper-activation des cellules T CD8 naïves en réponse à l’IL-15. De plus ces cellules T sont 
aussi plus facilement activées par des ligands du Soi, ce qui entraîne une prolifération 
excessive et inadéquate et favorise une activité auto-immune délétère. Ces observations  
démontrent que le SOCS-1 est capable de jouer un rôle important dans la protection contre 
les maladies auto-immunes (Davey et al., 2005). Une autre étude a aussi démontré que des 
souris déficientes en SOCS-1 ont un ratio des lymphocytes T CD4 :CD8 perturbé en 
périphérie. Elles sont caractérisées par une hyper-prolifération des lymphocytes T CD8, 
CD4 et des cellules mémoires CD8+ CD44high qui répondent cinq fois de plus que les 
cellules témoins à l’IL-15 (Ilangumaran et al., 2003).  Bien que le SOCS-3 semble ne pas 
jouer un rôle majeur dans la régulation du développement des thymocytes, cet inhibiteur est 
essentiel dans le contrôle de l’homéostasie des lymphocytes T périphériques en agissant sur 
leur activation, leur prolifération et leur différenciation (comme discuté plus tôt). Le SOCS-
3 régule négativement la voie de signalisation de l’IL-2, une cytokine induisant la 
prolifération des cellules T (Cohney et al., 1999). De plus des souris déficientes en SOCS-3 
sont sujettes à une hyper-sensitivité des cellules T CD8 à l’IL-27 et l’IL-6. Cette étude 
prouve d’une part l’importance du SOCS-3 dans la régulation de la signalisation des 
cytokines utilisant le récepteur gp130 et d’autre part sa capacité à limiter la prolifération 
des lymphocytes T CD8 et de diminuer la possibilité des maladies auto-immunes (Brender 
et al., 2007b). 
 
3.3.5 Effets neuroprotecteurs des SOCS-1 et SOCS-3  
 
Certains troubles affectant le système nerveux central (SNC) (cerveau et moelle 
épinière) sont déclenchés et/ou aggravés par l’action des cytokines pro-inflammatoires du 
système immunitaire. On peut citer la sclérose en plaques (SEP) et l’uvéite humaine qui 
sont toutes deux caractérisées par une infiltration massive de cellules immunitaires formant 
ainsi des foyers d’inflammation dans le SNC (Bar-Or et al., 1999). Les modèles animaux 
suggèrent que les cellules impliquées dans la SEP sont auto-réactives et dirigées 
spécifiquement contre la gaine de la myéline, composante entourant les axones des 
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neurones dans le SNC,  ainsi que des structures neuronales (Baxter, 2007). Quant à l’uvéite, 
les lymphocytes T auto-réactifs entraînent une destruction des photorécepteurs de la rétine 
(Nussenblatt, 2002). Plusieurs études effectuées sur des modèles animaux de ces maladies 
suggèrent que les SOCS-1 et SOCS-3 ont des effets neuroprotecteurs, et ce en régulant les 
voies de signalisation empruntées par les cytokines pro-inflammatoires. 
Des études in vitro ont démontré que l’IFN-γ  a des effets toxiques sur les 
oligodendrocytes, les cellules productrices de la gaine de myéline, en induisant l’apoptose 
des cellules en développement et la nécrose de cellules matures (Baerwald and Popko, 
1998; Lin et al., 2005). Cette cytokine pro-inflammatoire bloque aussi les tentatives de 
réparation en interférant au processus de rémyélination (Lin et al., 2006). Des souris 
transgéniques qui expriment le SOCS-1 sous le contrôle du promoteur d’un gène de la 
myéline donc spécifiquement dans les oligodendrocytes, ont une diminution de leur 
sensibilité aux effets délétères de l’IFN-γ sur les oligodendrocytes (Balabanov et al., 2006; 
Balabanov et al., 2007).  Le SOCS-1 a retardé l’apparition des symptômes de l’EAE avec 
moins d’apoptose des oligodendrocytes (Balabanov et al., 2006; Balabanov et al., 2007). 
D’autres études ont montré que chez des souris induites pour l’EAE, les niveaux 
d’expression en ARNm des SOCS-1 et SOCS-3 augmentent notablement dans le cervelet et 
la moelle épinière lors du pic de la maladie (phase de poussées) puis diminuent avec les 
phases de rémissions. Ces observations suggèrent que les SOCS-1 et SOCS-3 sont 
impliqués dans l’atténuation de la sévérité de la maladie (Maier et al., 2002). En 
comparaison entre deux souches murines les souris SJL ayant la forme cyclique (séries de 
poussées/rémissions) et les souris C57BL/6 ayant une forme chronique d’EAE, seules les 
souris SJL ayant des taux élevés des SOCS-1 et SOCS-3 ont eu une meilleure protection 
(Stark and Cross, 2006). Chez les souris EAU (uvéite autoimmune expérimentale: modèle 
animal de l’uvéite humaine), les SOCS-1 et SOCS-3 participent aussi à la régulation 
négative des mécanismes immuno-pathogéniques et de l’effet des cytokines pro-
inflammatoires (Egwuagu et al., 2006). Des cellules T CD4 transfectées avec des plasmides 
SOCS-1 et SOCS-3 ont subi une régulation négative des voies de signalisation des 
cytokines uvéitogéniques soit l’IFN-γ, l’IL-4 et l’IL-12 (Takase et al., 2005). De plus, dans 
des expériences réciproques, le blocage de l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 a augmenté 
l’activité des STATs (Yu et al., 2003; Yu et al., 2004). Ces observations suggèrent que les 
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niveaux élevés des SOCS dans le SNC sont impliqués dans l’atténuation dégénération de la 
rétine durant l’EAU. 
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4.0 L’interféron Béta (IFN-β)  
 
 
4.1 Caractéristiques de la cytokine 
 
La famille des interférons offre une protection anti-virale; ces cytokines sont capables 
de perturber la réplication et la prolifération de divers virus (Samuel, 2001). Chez l’humain, 
cette famille est constituée des IFNs de type I incluant l’IFN-α (plusieurs sous-types 
existent), l’IFN-β, l’IFN-ε, l’IFN-κ et l’IFN-ω, alors que le type II est formé exclusivement 
de l’IFN-γ, le type III très récemment découvert est composé des IFN-λ1 (IL-29), IFN-λ2 
(IL-28A) et IFN-λ3 (IL-28B) (Kotenko et al., 2003; Fensterl and Sen, 2009). La plupart des 
cellules peuvent induire l’expression de l’IFN-α et l’IFN-β, qui sont les mieux caractérisés 
parmi ceux de type I, par contre l’IFN-γ est induit par un nombre plus restreint de cellules 
soit les lymphocytes T et les cellules NK (Katze et al., 2002). Les sections suivantes 
porteront sur l’IFN-β étant une des cytokines étudiées au cours de notre projet.  
L’IFN-β est une protéine globulaire monomérique formée de cinq hélices α, elle a un 
poids moléculaire de 23 kDa et contient 166 acides aminés (Arnaud, 2002). Les IFNs de 
type I sont produits principalement par les cellules dendritiques plasmacytoïdes (CDp). De 
plus, l’IFN-β est également sécrété en grande quantité par les fibroblastes. Néanmoins, 
toute cellule nucléée, lorsque stimulée de façon adéquate, peut produire de l’IFN-
α/β (Malmgaard, 2004; Mathian and Koutouzov, 2008). Les stimuli induisant la production 
de l’IFN-β sont principalement des molécules microbiennes et du matériel viral; comme les 
ARN simple brin ou double brin provenant du génome viral ou des intermédiaires de 
réplication des virus, le lipopolysaccharide (LPS) et les molécules d’ADN comportant des 
séquences CpG hypométhylées (Bisbal, 2008). La reconnaissance des stimuli se fait par le 
biais des récepteurs spécifiques PRR (‘Pattern Recognition Receptors’) dont la famille des 
TLR (‘Toll-like receptors’) (TLR3, 4, 7, 8 et 9) et de certains récepteurs 
intracytoplasmiques; RIG-I (‘Retinoic acid-Inducible Gene I’) et MAD5 (‘Melanoma 
Differentiation-Associted gene 5’) (Mathian and Koutouzov, 2008). Ainsi suite à la 
reconnaissance des acides nucléiques viraux, la production d’IFN de type α/β est induite. 
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4.2 Le récepteur de l’IFN-β et la voie de signalisation 
 
Le récepteur des IFN de type I est un hétérodimère formé par les deux sous-unités 
IFNAR-1 et IFNAR-2 qui se dimérisent après la liaison à l’IFN-β, ce qui le rend 
fonctionnel. Ce récepteur est partagé par tous les membres des IFN de type I (Biron, 1998; 
Russell-Harde et al., 1999). Les chaînes IFNAR-1 et IFNAR-2 sont ubiquitaires à la surface 
de différents types cellulaires (Arduini et al., 1999). Quant aux cellules immunes, il a été 
démontré que le récepteur des IFN de type I est exprimé en densité élevée sur les PBMC 
humains, de manière prédominante à la surface des cellules B et des monocytes et en faible 
quantité sur les neutrophiles (Pogue et al., 2004). L’IFNAR est aussi observé à la surface de 
la majorité des lymphocytes T soit les cellules T CD8 et CD4. Notons que leur niveau 
d’expression du récepteur des IFNs de type I est assez bas, mais il est toutefois détectable 
(Pogue et al., 2004). La chaîne IFNAR-1 est une glycoprotéine de 557 acides aminés qui est 
capable de lier certains sous-types d'IFN-α. Bien que cette chaîne ne transmette pas les 
signaux de tous les sous-types d'IFN-α, elle est indispensable pour la formation d'un 
complexe récepteur fonctionnel. L’IFNAR-2 est capable de lier tous les IFN-α et l'IFN-β, 
mais est incapable à elle seule de transmettre adéquatement les signaux biologiques 
(Novick et al., 1994). Récemment, il a été démontré l'existence de trois formes de la chaîne 
IFNAR-2 résultant d'un épissage alternatif d'un même gène: une forme longue désignée par 
IFNAR-2c, une forme courte indiquée par IFNAR-2b, et une forme soluble (en faible 
quantité) nommée IFNAR-2a (Mogensen et al., 1999; Taniguchi et al., 2007). L’IFNAR-2c 
semble être associée aux éléments de la cascade des IFN-α/β, en revanche les formes 
IFNAR-2a et IFNAR-2b ont été impliquées dans la suppression de la signalisation de ces 
IFNs de type I. Donc dans la plupart des cas, le récepteur fontionnel est formé des sous-
unités IFNAR-1 et IFNAR-2c. Les autres sous-unités agissent davantage comme des auto-
régulateurs de la signalisation (Pfeffer et al., 1997). 
 
Comme n’ayant pas d’activité enzymatique intracellulaire intrinsèque, le récepteur 
IFNAR fait appel aux composants de la voie de signalisation JAK-STAT qui sont les 
acteurs principaux responsables de transmettre les effets des IFNs et de l’IFN-β en 
particulier (Katze et al., 2002; Platanias, 2005). La transmission du signal de l’IFN-β  fait 
intervenir deux tyrosines kinases: TYK2 et JAK1 (Pokrovskaja et al., 2005). La TYK2 est 
constitutivement associée à la chaîne IFNAR-1, alors que la JAK1 est associée à la chaîne 
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IFNAR-2 (Pellegrini and Schindler, 1993; Chen et al., 2004a). Après la dimérisation du 
récepteur, les molécules JAK1 et TYK2 subissent une autophosphorylation ce qui crée des 
sites d’amarrage nécessaires pour le recrutement des molécules STATs. En réponse aux 
IFNs de type I, les STAT1, STAT2, STAT3 et STAT5 sont activés (STAT4 et STAT6 sont 
préférentiellement induits par IFN-α) (Darnell et al., 1994; Platanias, 2005). Les homo- et 
les hétérodimères constitués des molécules STATs sont transloqués dans le noyau ce qui 
aboutit à l’induction des gènes stimulés par les IFNs appelés (ISGs) (‘IFN Stimulated 
Genes’) (Stark et al., 1998). Un complexe transcriptionnel très important appelé ISGF3 
(‘ISG Factor 3’) est constitué de l’hétérodimère STAT1-STAT2 qui s’associe à une 
protéine nucléaire IRF-9 (‘IFN-Regulatory Factor 9’). Ce complexe joue un rôle essentiel 
dans la médiation de la signalisation des IFN de type I en interagissant avec des séquences 
ISRE (‘IFN-Stimulated Response Element’) sur le promoteur des ISGs (Fensterl and Sen, 
2009). Malgré l’importance de l’hétérodimère STAT1-STAT2, d’autres complexes peuvent 
aussi participer à la transduction du signal de l’IFN-β citons : les homodimères STAT1–
STAT1, STAT3–STAT3, STAT5–STAT5 et les hétérodimères STAT1–STAT3, STAT1–
STAT5, STAT2–STAT3. Ces complexes se lient à des éléments GAS (‘IFN-γ-Activated 
Site’) sur les séquences ISRE présentes dans de nombreux gènes (Aaronson and Horvath, 
2002; Platanias, 2005). 
 
4.3 Effets antiviraux de l’IFN-β  
 
Les effets antiviraux directs de l'IFN-β sur une cellule du système inné sont dus à 
trois voies majeures et classiques: la protéine kinase dépendante d'ARN (PKR), le système 
2-5A synthétase/RNase L et les protéines Mx. Cependant, des souris déficientes pour ces 
trois voies sont toujours capables de développer un état antiviral en réponse à l'IFN, 
démontrant l'existence de voies alternatives. La PKR est une protéine ayant une activité 
sérine-thréonine kinase (Clemens, 1997). Elle est induite par l'IFN de type I et son 
activation est dépendante de la présence d'ARN double brin. Elle est constituée d'un 
domaine de régulation N-terminal qui contient un site de liaison à l'ARN, et d'un domaine 
catalytique C-terminal responsable de l'activité kinase (Meurs et al., 1990). Lorsque liée à 
l’ARN, la PKR est activée et entraîne une inhibition générale de la traduction et une mort 
cellulaire par apoptose des cellules infectées (Gil and Esteban, 2000). La deuxième voie 
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antivirale déclenchée par l’IFN de type I est celle du système 2'-5' oligoadénylate 
synthétase (OAS)/ RNase L. Cette voie multi-enzymatique conduit à la dégradation d'ARN. 
Deux enzymes fonctionnent en synergie : la 2'-5'A synthétase et la RNase L. Après son 
activation par de l'ARN double brin, la 2'-5'A synthétase catalyse la polymérisation de 
l'ATP (Adénosine Tri-Phosphate) en oligomères par des liaisons 2'-5' (Espert et al., 2003; 
Hovanessian and Justesen, 2007). Ces produits (2-5A) se lient à une endoribonucléase 
latente, la RNase L puis l'activent. Subséquement, cette dernière catalyse le clivage 
d'ARNm (cellulaires et viraux) conduisant à l'inhibition de la synthèse protéique et à 
l’apoptose (Mullan et al., 2005). Les protéines Mx, conservées chez toutes les espèces de 
vertébrés (Sadler and Williams, 2008), appartiennent à la superfamille des GTPases qui 
sont capables de lier et d'hydrolyser le GTP. Les protéines Mx sont induites par l'IFN de 
type I durant une infection. Elles interfèrent avec le développement du virus en modifiant 
les ARN polymérases nécessaires à la réplication et à la transcription virale (Pavlovic et al., 
1992). Les protéines Mx les plus connues sont MxA et MxB humaines. Un des modes 
d'action de la MxA consiste en une interaction directe de la protéine avec certaines 
nucléocapsides virales. MxA agit en séquestrant et/ou en redistribuant les nucléocapsides 
virales au sein de la cellule infectée. Celles-ci ne sont alors plus disponibles pour générer de 
nouvelles particules virales et, par conséquent, la réplication virale est inhibée (Peltekian et 
al., 2005). MxA a un large spectre d’activité, elle peut bloquer la réplication de virus à 
ARN qui sont à simple brin et même des virus à ADN (Ju et al., 2005). Toutefois, aucune 
activité antivirale n’a été conférée à la protéine MxB, probablement que son rôle réside 
dans le fonctionnement normal de la cellule (King et al., 2004). 
 
4.4 Rôles de l’IFN-β dans les réponses immunes 
Outre leur protection antivirale, les IFN-α/β jouent un rôle fondamental pour 
favoriser la communication adéquate entre l’immunité innée et adaptative afin de préserver 
l’intégrité immunologique (Muller et al., 1994). Les IFN-α/β sont largement impliqués 
dans le développement des différentes fonctions cellulaires, de plus, ils influencent 
profondémment le fonctionnement des branches humorales et cellulaires (Stark et al., 
1998). Les IFN de type I sont impliqués dans tous les stades du développemment des 
cellules dendritiques ainsi que dans leur différenciation et leur maturation et ce, en 
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augmentant l'expression à leur surface des molécules CMH de classe I (surtout) et II ainsi 
que des molécules de co-stimulation (CD80, CD86 et CD40) (Coccia, 2008). Les IFNs de 
type I ont la capacité de promouvoir l’activation et le pouvoir cytotoxique des cellules NK 
ce qui confère une protection accrue contre les pathogènes (Taniguchi et al., 2001). Les 
macrophages sont aussi influencés par l’IFN-α/β au niveau de leur développement et leur 
maturation. En fait ces cytokines conférent aux macrophages la capacité à sécréter des 
radicaux libres tel que l’oxyde nitrique en augmentant les taux des enzymes productrices 
soit les oxydes nitriques synthétases (iNOS) (Taniguchi et al., 2001). Ceci donne aux 
macrophages une puissante cytotoxicité contre les divers pathogènes. Il semble que ces IFN 
soient impliqués dans la redistribution cellulaire permettant de favoriser une localisation 
adéquate des cellules du sytème inné et une meilleure protection anti-microbienne (Biron et 
al., 1998). Les études ont démontré l’importance de l’IFN−α/β dans le développement et le 
fonctionnement des lymphocytes B et T. Ces cytokines viennent à la rescousse des 
lymphocytes T menacés d’apoptose. En fait après l’élimination d’une infection, les cellules 
T subissent une mort en masse pour que le système immunitaire retrouve son homéostasie. 
Toutefois, la mémoire immununologique est préservée grâce à l’IFN-α/β sécrété par les 
cellules stromales qui entrent en contact avec les cellules T mémoires (Pilling et al., 1999). 
Ces cellules T sont donc protégées de l’apoptose. L’IFN-α/β est capable de balancer entre 
l’effet anti-apoptotique et pro-apoptotique en contrôlant les molécules Fas, Bax, Bak et les 
caspases. De plus, l’IFN-α/β augmente l’action cytotoxique des cellules T CD8 ainsi que 
leur capacité anti-tumorale et ce, en augmentant l’expression de la protéine membranaire 
TRAIL (‘Tumor necrosis factor (TNF)-Related Apoptosis-Inducing ligand’). 
 
4.5 L’IFN-β comme thérapie immuno-modulatrice  
 
4.5.1 Propriétés cliniques de l’IFN-β 
L’IFN-β a une grande importance au niveau clinique, puisqu’il est utilisé comme 
thérapie standard chez les patients atteints de la SEP (sclérose en plaques). Cliniquement 
l’IFN-β est administré sous deux formes: IFN-β-1a et IFN-β-1b, commercialement connues 
sous le nom de Avonexmd /Rebif md et Betaferonmd respectivement. L’IFN-β-1b a été la 
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première forme développée pour l’usage clinique, elle est administrée aux patients de façon 
sous-cutanée et est produite par un système d’expression bactérien (Markowitz, 2007). 
Notons que cette forme est non glycosylée. Toutefois, il existe deux formulations pour 
l’IFN-β-1a, la première est administrée par injection musculaire (IM), alors que la seconde 
est sous-cutanée (SC). Ces deux formulations sont glycosylées et produites par des lignées 
de cellules eucaryotes (cellules d’ovaires d’hamster chinois) (Markowitz, 2007). Les deux 
formes d’IFN-β ont des effets in vitro et in vivo assez similaires (Goodin, 2005). L’IFN-β 
est surtout administré aux patients ayant la forme cyclique de la SEP caractérisée par des 
périodes de poussées et de rémissions, d’ailleurs cette forme est la plus fréquente. L’IFN-β 
permet de freiner la progression de la maladie, de diminuer la fréquence des récidives, de 
réduire le nombre et le volume des lésions cérébrales mises en évidence par imagerie par 
résonance magnétique (IRM) (Paty and Li, 1993; Jacobs et al., 1996; 1998; Li and Paty, 
1999). Le type d’administration (intra-musculaire ou sous-cutanée) et la dose dépendent de 
la formulation du médicament ; les patients s’injectent une seule dose ou jusqu’à deux ou 
trois doses par semaine (Avonexmd, Betaseronmd et Rebif md respectivemment) (Curtiss, 
2007). L’IFN-β-1b (Betaferonmd) est administré à chaque deux jours (SC) pour une dose de 
250 μg donc un total hebdomadaire de 850 μg. L’IFN-β-1a (IM) (Avonexmd) est injecté à 
chaque semaine avec une dose de 30 μg, par contre l’IFN-β-1a (SC) (Rebif md) est 
administré trois fois par semaine et chacune des doses est de 44 μg (Markowitz, 2007). 
Certaines études ont montré que tous ces produits d’IFN-β ont une efficacité similaire, par 
contre d’autres ont mis en évidence certaines variations. Les taux d’IFN-β  mesurés au 
niveau du sérum des patients atteints de la SEP traités appartiennent à des intervalles de 
120 à 475 UI/ml (Khan et al., 1996). Les effets secondaires les plus fréquents causés par 
l’IFN-β consistent en des symptômes pseudo-grippaux accompagnés de douleurs 
musculaires et de la fièvre. Ces symptômes disparaissent 24 heures après l’injection. 
Toutefois l’incidence de développer ces symptômes est plus faible avec l’IFN-β−1a qui est 
proche de 50% versus 75% pour l’IFN-β-1b (Bermel and Rudick, 2007). De plus, des 
réactions inflammatoires peuvent se développer aux sites d'injection surtout dans le cas 
d’une administration sous-cutanée (Bermel and Rudick, 2007). Ces effets secondaires 
peuvent souvent être contrôlés de façon efficace par des médicaments analgésiques et 
antipyrétiques (paracétamol, acétaminophène). Il est important que les patients sous 
traitement subissent une évaluation de la fonction hépatique de façon régulière. En fait, la 
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réduction de la posologie ou l'abandon du traitement devrait être envisagé si les taux 
d'alanine-aminotransférase (ALT) sont 5 fois plus élevés que la normale (Durelli et al., 
1998; Francis et al., 2003). 
4.5.2 Mécanismes d’action de l’IFN-β 
 
Pendant les réponses antivirales, l’IFN-β favorise la co-stimulation et la prolifération 
cellulaire pour l’élimination efficace et rapide des pathogènes viraux, comme discuté à la 
section précédente. Mais lorsque les cellules des patients deviennent chroniquement et 
artificiellement exposées au traitement, elles semblent répondre de manière inverse. 
Comme immunomodulateur, lorsque l’IFN-β est injecté aux patients, il est capable de 
réduire la présentation antigénique au niveau des CPA (cellules dendritiques, macrophages, 
microglies…). L’expression des CMH-II à leur surface est fortement diminuée ce qui rend 
peu probable l’activation des lymphocytes T par leur TCR (Chofflon, 2005). Les molécules 
de co-stimulation telles que les CD28, CD80, CD40 sont réduites sur les CPA ce qui 
implique aussi moins d’activation des lymphocytes T (Qin et al., 2006; Markowitz, 2007). 
L’IFN-β injecté a le pouvoir de diminuer la prolifération des cellules T. De manière 
intéressante, l’IFN-β réduit les effets néfastes des cytokines pro-inflammatoires tels que 
l’IL-2, l’IL-12 et l’IFN-γ qui participent à l’aggravation de la maladie. En fait, l’IFN-β est 
impliqué dans la diminution des réponses immunitaires de type Th1 et permet de 
promouvoir le profile Th2 (Noronha et al., 1993). Par conséquent, la sécrétion des 
cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-4 et l’IL-10 est favorisée (Karp et al., 2001). 
Une diminution du nombre de lésions et des foyers d’inflammation nouvellement formés a 
été observé par IRM chez les patients traités avec de l’IFN-β. Une étude très récente a 
démontré que les patients atteints de la SEP non traités avec l’IFN-β ont un niveau 
d’expression d’IL-23 notablement plus élevé que ceux qui ont reçu le traitement standard 
de l’IFN-β (Durelli et al., 2009). Ces observations suggèrent que l’IFN-β a la capacité non 
seulement de diminuer les réponses Th1, mais aussi de bloquer le développement des 
cellules T de type Th17 qui jouent un rôle crucial au niveau la SEP et de l’EAE (Durelli et 
al., 2009). D’autre part, les niveaux d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, sont 
augmentés rapidement après l’injection de l’IFN-β ce qui confère une protection (Krakauer 
et al., 2008). L’IFN-β atténue la transmigration des cellules T à travers la barrière hémato-
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encéphalique (BHE), donc amoindri leur accumulation au sein du système nerveux central 
(SNC) et leurs effets néfastes. En fait, l’IFN-β diminue le niveau d’expression des 
molécules d’adhésion tels que le VCAM-1 (‘Vascular Cell Adhesion Molecule-1’) et 
l’ICAM-1 (‘Intercellular Adhesion Molecule-1’) ce qui empêche l’interaction des cellules 
T et des monocytes avec la BHE (Bermel and Rudick, 2007). D’ailleurs ces molécules sont 
d’une importance cruciale étant la première étape nécessaire qui permet aux cellules 
immunitaires de franchir la BHE (Oppenheimer-Marks et al., 1991). L’IFN-β bloque l’effet 
de diverses chimiokines et de protéines métalloprotéinases de la matrice (MMP) qui sont 
sécrétées par les cellules inflammatoires tels que les lymphocytes T et les macrophages 
infiltrants. Les MMP sont capables d’affecter l’intégrité de la BHE en s’attaquant à ses 
composants majeurs tel que le collagène IV (Sastre-Garriga et al., 2004; Markowitz, 2007). 
Les effets bénéfiques de l’IFN-β sur les fonctions suppressives des cellules sont moins 
connus. D’ailleurs, certaines voies de signalisation inflammatoires sont moins régulées au 
sein des cellules immunes des patients atteints de la SEP que chez les témoins. l’IFN-
β, peut en partie restaurer ces mécanismes de régulation, toutefois les mécanismes 
impliqués sont peu élucidés (Markowitz, 2007). Très récemment, des études ont montré des 
liens possibles entre l’IFN-β et les protéines SOCS. Un groupe de chercheur a démontré 
que l’IFN-β est capable d’induire les SOCS-1 et SOCS-3 dans une lignée d’astrocytes 
primaires (cellules gliales critiques pour l’homéostasie du SNC). L’augmentation de 
l’expression de ces inhibiteurs a régulé négativement la production et l’effet des cytokines 
pro-inflammmatoires sur les astrocytes. De plus, les SOCS-1 et SOCS-3 ont diminué le 
chimiotactisme des cellules T vers les astrocytes puisque ces dernières ont réduit leur 
production de chimiokines (Qin et al., 2008). Les IFNs semblent être avantageux et sont 
utilisés dans le traitement de plusieurs maladies. L’IFN-α est la thérapie actuelle de choix 
pour les patients atteints de maladies virales chroniques telle que l’hépatite C. Ce traitement 
déclenche une diminution de la réplication virale, une induction d’un état antiviral dans les 
cellules non infectées, une augmentation de la lyse des cellules infectées et une inhibition 
de la fibrogenèse hépatique (Thomas et al., 1999). 
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5.0 L’interleukine-27 (IL-27) 
 
5.1 Caractéristiques de la cytokine 
 
L’IL-27 est une cytokine récemment découverte et considérée comme membre de la 
famille de l’IL-12 à cause de certaines similarités structurelles. L’IL-27 est une protéine 
hétérodimérique formée de deux sous-unités soit p28 et EBI3 (‘Epstein-Barr virus-Induced 
gene 3’) étant homologues aux sous-unités p35 et p40 respectivement qui sont les 
composants de l’IL-12 (Devergne et al., 1996; Pflanz et al., 2002). Les sources principales 
de l’IL-27 sont les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) soit les cellules dendritiques, 
les monocytes, les macrophages et les microglies activées. Notons que l’IL-27 est 
synthétisé de manière très précoce par ces cellules en réponse à divers stimuli 
particulièrement lorsque les PAMPs se lient à leur TLR respectif (Pflanz et al., 2004). 
L’EBI3 est fortement induit par les TLR2, TLR4 et TLR9; l’attachement des ligands pour 
ces TLRs active la cascade intracellulaire MyD88-dépendante, ceci aboutit au recrutement 
des facteurs NF-κB et PU.1 qui se lient au promoteur du gène codant pour EBI3 (Wirtz et 
al., 2005). La synthèse de la sous-unité p28 peut être induite suite à l’activation des  TLR3 
et TLR4. L’activation via TLR3 déclenche la voie TRIF qui recrute IRF3 (‘Interferon 
Regulatory Factor 3’) et permet la production de l’IFN-β. Cette dernière agit de manière 
autocrine pour induire la sous-unité p28. Tandis que le TLR4 a la capacité de recruter 
MyD88, ce qui entraîne l’engagement des facteurs NF-κB et c-Rel qui participent à la 
synthèse de p28. De plus, l’IFN-γ peut aussi contribuer à l’expression de p28 (Liu et al., 
2007).  
 
5.2 Le récepteur de l’IL-27 et la voie de signalisation  
 
Le récepteur de l’IL-27 est formé de deux chaînes polypeptidiques. La première 
chaîne est nommée WSX-1, cette appelation provient du motif protéique WSXWS trouvé à 
l’extrémité C-terminale de plusieurs récepteurs de classe I. Cette chaîne peut être aussi 
désignée par TCCR (‘T Cells Cytokine Receptor’) ou IL-27RA. La deuxième chaîne du 
récepteur à l’IL-27 (IL-27R) est la gp130 (Pflanz et al., 2004). Le WSX-1 est spécifique 
pour la liaison à l’IL-27 par contre, la chaîne gp130 est commune à divers complexes 
récepteurs reconnaissant les cytokines tels que l’IL-6, l’IL-11, le CNTF (‘Ciliary 
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neurotrophic factor’), le LIF (‘Leukemia inhibitory Factor’), l’OSM (Onconstatine M) et le 
CT-1 (Cardiotrophine-1) (Matsui et al., 2009). L’IL-27R est exprimé à la surface de 
différentes cellules immunitaires soit les cellules NK, les monocytes, les CD, les 
lymphocytes T et B, les mastocytes et les cellules endothéliales. Il existe une homologie de 
la chaîne WSX-1 chez l’humain et chez la souris qui est proche de 63% (Sprecher et al., 
1998). L’ARNm codant pour WSX-1 est exprimé à des niveaux très faibles dans tous les 
tissus (incluant la moelle osseuse et le cerveau), mais à niveaux plus élevés dans les tissus 
lymphoïdes (thymus, rate, ganglions lymphatiques et leucocytes du sang périphérique). 
Chez les souris, l’ARNm codant pour le TCCR est plus notable chez les lymphocytes T 
CD4 que les T CD8 particulièrement après une activation par réaction leucocytaire mixte 
(MLR) (Sprecher et al., 1998).  
Comme la plupart des récepteurs de cytokine de classe I, le récepteur de l’IL-27 
lorsqu’activé, induit les voies de signalisation JAK/STAT. Toutefois, ces informations ont 
été obtenues surtout à partir d’observations dans le modèle de la souris. La transmission du 
signal suite à la liaison de l’IL-27 à son récepteur fait intervenir les molécules JAK1, JAK2 
et TYK2 qui s’auto-phosphorylent et entraînent le recrutement des molécules STAT1, 
STAT2, STAT3 et STAT5 dépendamment du contexte (Yoshida and Yoshiyuki, 2008). Le 
STAT1 interagit particulièrement avec WSX-1 puisqu’ils partagent des séquences d’acides 
aminés communes alors que, le STAT3 semble être activé par la chaîne gp130 (Yoshida 
and Yoshiyuki, 2008). L’activation des STAT2 et STAT5 dépend de STAT1, d’ailleurs des 
souris déficientes en STAT1 ont une réduction de l’activation des ces facteurs de 
transcription (Kamiya et al., 2004). Dans la littérature, les informations sont plus élaborées 
sur les effets obtenus suite à l’activation des STAT1 et STAT3, nous allons discuté de ces 
effets particulièrement dans le système immunitaire dans la partie ci-dessous.  
                                
5.3 Rôles de l’IL-27 dans les réponses immunes 
 
L’IL-27 est une cytokine immuno-modulatrice aux multiples facettes qui agit sur 
diverses cellules du système immunitaire. Rappelons que la grande majorité des études ont 
été établies chez la souris, très peu de données sont disponsibles au niveau des cellules 
humaines. L’induction de STAT1 via WSX-1 par l’IL-27 joue un rôle très important au 
niveau de la polarisation des lymphocytes T CD4 naïfs en cellules de type Th1 chez la 
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souris et chez l’humain (Lucas et al., 2003; Larousserie et al., 2004). Dans des modèles de 
souris, il a été démontré que le STAT1 est capable d’induire particulièrement le facteur de 
transcription T-bet et d’induire l’expression du récepteur IL-12β2. La présence de ce 
récepteur rend les cellules sensibles à la stimulation par l’IL-12 et de cette façon elles 
deviennent aptes à la production de l’IFN-γ qui est l’une des cytokines critiques du profile 
Th1 (Takeda et al., 2003; Kamiya et al., 2004). Des souris déficientes en WSX-1 ont une 
diminution du niveau de synthèse de l’IFN-γ (Chen et al., 2000), ce qui explique la grande 
susceptibilité des souris aux infections par des pathogènes intracellulaires dont Leishmania 
major et Listeria monocytogenes qui nécessitent des réponses de type Th1 pour leur 
élimination (Yoshida and Miyazaki, 2008). Avant la synthèse de l’IL-12 par les CPA, c’est 
l’IL-27 qui est en charge d’assurer la différenciation des cellules T CD4 en cellules de type 
Th1, et ce, en induisant une augmentation de l’expression des molécules ICAM-1 à la 
surface des lymphocytes T CD4 naïfs murins selon la cascade STAT1-dépendante, ceci 
conduit à l’activation de la voie ICAM-1/LFA-1/ERK 1/2 (Owaki et al., 2005). De manière 
intéressante, l’IL-27 a aussi la capacité d’induire le facteur de transcription T-bet dans les 
cellules T CD8 de sorte qu’elles acquièrent les propriétés cytolytiques (Tc1) en augmentant 
l’expression de granzyme B (Morishima et al., 2005). Récemment, il a été démontré chez la 
souris que l’IL-27 via WSX-1 peut inhiber l’expression du facteur de transcription GATA3 
qui joue un rôle pivot dans la différenciation des lymphocytes T CD4 naïfs en cellules de 
type Th2, ceci favorise davantage la polarisation en Th1 (Lucas et al., 2003). Plusieurs 
études ont impliqué l’IL-27 dans le développement des maladies autoimmunes dans les 
modèles murins citons l’arthrite rhumatoïde et l’EAE. Par exemple, l’administration 
d’anticorps neutralisant la sous-unité p28 de l’IL-27 a notablement atténué la sévérité de 
ces maladies (Goldberg et al., 2004a; Goldberg et al., 2004b). 
Malgré les études précédentes, plusieurs observations très récentes sont venues 
appuyer fortement le pouvoir anti-inflammatoire et immuno-modulateur  de l’IL-27. Deux 
groupes ont montré que des souris WSX1-/- infectées avec des protozoaires intracellulaires 
Trypanosoma cruzi et Toxoplasma gondii ont pu développer des réponses de lymphocytes 
T de type Th1 protectrices. Des lymphocytes T CD4 isolés de ces souris ont montré une 
hyper-activation et une surproduction de cytokines pro-inflammatoires tels l’IFN-γ, le TNF 
et l’IL-6, ce qui a aboutit à une destruction d’organes comme le foie (Hamano et al., 2003; 
Villarino et al., 2003). In vitro, l’IL-27 a pu supprimer la production des cytokines (IFN-γ) 
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par les lymphocytes T activés (Yoshimura et al., 2006). En fait ces deux études ont élucidé 
l’autre face de l’IL-27/WSX-1 qui joue un rôle essentiel dans la prévention d’une 
inflammation excessive qui aboutit à une destruction fatale des organes et donc à des 
maladies auto-immunes. Ainsi l’IL-27 joue le rôle d’immuno-modulateur capable 
d’atténuer la production de cytokines pro-inflammatoires chez des cellules différenciées 
(Yoshida and Yoshiyuki, 2008). L’étude qui a montré que les souris WSX1-/- sont 
susceptibles à L. major à cause d’une diminution de l’IFN-γ (décrite plus haut) a été 
interprétée différemment par un autre groupe qui montre l’effet anti-inflammatoire de l’IL-
27. Ils considèrent qu’il y a eu une augmentation des niveaux de l’IL-4 due à une absence 
du contrôle par l’IL-27-STAT1 par manque de WSX-1. Ceci a favorisé les cellules T de 
type Th2 et une suppression subséquente des effets des cellules de type Th1 (Artis et al., 
2004). Un autre point fort est que l’IL-27 est capable d’inhiber la production d’IL-2 et 
d’induire l’expression du SOCS-3 dans les lymphocytes T CD4 de souris ce qui peut 
diminuer les réponses inflammatoires (Owaki et al., 2006b; Villarino et al., 2006). Ceci 
expliquerait la cause pour laquelle des cellules T WSX1-/- présentent une surproduction 
d’IL-2. De plus, il a été démontré que l’IL-27-STAT1 inhibe la polarisation des 
lymphocytes T CD4 en Th17 et altère donc la production des cytokines de type IL-17 
fortement impliquées dans des maladies auto-immunes. En fait des souris WSX1-/- 
présentent une aggravation plus notable des symptômes de l’EAE à cause d’une 
augmentation du taux de Th17 encéphalogéniques (Batten et al., 2006; Stumhofer et al., 
2006; Fitzgerald et al., 2007a). Le groupe Diveu et collègues ont aussi démontré 
l’importance de l’IL-27 en induisant l’EAE chez des souris IL-27-p28-/-; ces souris ont 
développé des symptômes plus sévères à cause de la présence de taux élevés de cellules 
Th17. D’autre part le même groupe a observé que l’IL-27 induit une inhibition de la 
polarisation des cellules T CD4 en Th17 chez l’humain et ce en bloquant le facteur de 
transcription RORγt via un mécanisme STAT1-dépendant (Diveu et al., 2009). Très 
récemment, trois groupes ont démontré la capacité de l’IL-27-STAT1-STAT3 à 
promouvoir la production de l’IL-10, cytokine connue pour ses effets anti-inflammatoires. 
Ils ont aussi observé que les cellules T provenant de souris WSX1-/- produisent des quantités 
très minimes d’IL-10 (Awasthi et al., 2007; Stumhofer et al., 2007). De manière 
intéressante, il semble que l’IL-27 a transformé les cellules murines quelque soit leur 
profile Th1, Th2 ou Th17 en cellules productrices d’IL-10 appelées «immunosuppressive T 
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regulatory type 1-like cells». De plus un de ces groupes a montré que les souris WSX1-/- 
développent une EAE plus sévère, alors qu’un ajout exogène de l’IL-27 a diminué ces 
symptômes en bloquant l’effet néfaste des cellules de type Th17 (Fitzgerald et al., 2007b). 
Donc d’après ces observations, on remarque l’effet immuno-modulateur de l’IL-27 qui 
diminue la pathogenèse de l’EAE tout comme l’IFN-β (discuté à la section 4.4). Ces 
observations suggèrent que cette cytokine pourrait éventuellement être utilisée comme 
thérapie immuno-modulatrice dans des maladies telle que la SEP (Fitzgerald and Rostami, 
2009). D’ailleurs une étude très récente montre que l’IL-27 a pu induire l’expression des 
SOCS-1 et de SOCS-3 dans les lymphocytes T CD4 suite à l’activation des STAT1 et 
STAT3. Ainsi, l’IL-27 serait impliqué dans l’inhibition du développement des cellules de 
type Th17 murines via entre autres l’induction des SOCS-1 et SOCS-3 (Qin et al., 2009). 
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Hypothèse 
 
 Les SOCS-1 et SOCS-3, membres de la très récente famille des « Suppressors of cytokines 
signalling » (SOCS), sont responsables d’assurer un contrôle rigoureux de l’effet des 
cytokines sur les cellules et ce, par régulation négative de la voie JAK/STAT. Il a été 
démontré que les SOCS-1 et SOCS-3 sont des éléments clés au niveau de l’immunité innée 
et adaptative et sont impliqués dans plusieurs maladies du système immunitaire. Toutefois, 
très peu d’informations sont disponibles quant à l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans 
les lymphocytes T humains. D’autre part, l’IFN-β et l’IL-27, deux cytokines ayant des 
activités immuno-régulatrices, ont des effets bénéfiques via la diminution de 
l’inflammation chez les patients atteints de la sclérose en plaques ou chez son modèle 
animal, l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale. Certaines études ont montré un 
lien entre ces deux cytokines et les protéines SOCS dans des lignées cellulaires ou chez des 
modèles animaux. Ainsi à la lueur de ces informations, nous postulons que : 
 
L’IFN-β et l’IL-27 ont des effets immuno-modulateurs engendrés par l’induction des 
SOCS-1 et SOCS-3 dans les lymphocytes T humains. 
 
 
Objectifs 
 
1) Examiner l’effet aigü de l’IFN-β sur l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau de 
l’ARNm dans les lymphocytes T CD8 et CD4 humains. 
 
2) Evaluer l’effet d’une exposition chronique et répétée à l’IFN-β sur l’expression des 
SOCS-1 et -3 au niveau de l’ARNm dans les lymphocytes T CD8 et CD4 humains. 
 
3) Etudier l’effet de l’IL-27 sur l’expression au niveau de l’ARNm des SOCS-1 et SOCS-3 
dans les lymphocytes T CD8 et CD4 humains. 
 
4) Mesurer l’effet de l’IFN-β et l’IL-27 sur l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau 
protéique dans les lymphocytes T CD8 et CD4 humains. 
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1.0 Isolement des cellules sanguines humaines 
 
1.1 Isolement des cellules mononucléaires périphériques 
 
Du sang périphérique de donneurs sains a été recueilli dans des tubes sous-vide de 
10 cm3 VACUTAINER® contenant de l’acide éthylènediaminetétraacétique (EDTA) 
(Becton Dickinson, Oakville, ON, Canada). Les cellules mononucléaires du sang 
périphérique (PBMC) ont été isolées par centrifugation dans un gradient de densité 
constitué d’un mélange de polymères polysaccharidiques et d’un composé iodé dense, le 
métrizamide [Ficoll]. (Ficoll-Plaque PlusTM- GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 
Suède). Pour ce faire, le sang a été pré-dilué avec un volume équivalent de tampon de 
phosphate salin (PBS) (137 mM NaCl (Wisent, Saint-Bruno, QC, Canada), 2,7 mM KCl 
(Wisent), 4,3 mM Na2HPO4 (Wisent) et 1,47 mM KH2PO4 (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, 
Canada)), contenant 2mM d’EDTA (Wisent) [PBS-EDTA], qui a la propriété d’empêcher 
l’aggrégation des cellules. Une fois le sang dilué, il a été distribué dans des tubes stériles de 
50 ml (Corning, distribué par Fisher Scientific Ltd., Nepean, ON, Canada ) (35 ml/tube). 
Ensuite le Ficoll a été ajouté au fond du tube (13 ml/tube) sous le sang dilué. Les tubes ont 
été centrifugés à une vitesse de 863 x g pendant 30 minutes (accélération moyenne et 
décélération sans freinage). Le sérum constituant la couche supérieure dans le tube a été 
éliminé, tandis que la population de PBMC juste en dessous du sérum a été récoltée et 
transférée dans des tubes de 50 ml afin de procéder au lavage des cellules. Les étapes de 
lavage sont importantes afin d’éliminer le Ficoll qui peut devenir toxique après une 
exposition prolongée pour les cellules. Tous les lavages ont été effectués avec du PBS-
EDTA. La première centrifugation a été exécutée à une vitesse de 624 x g pendant 15 
minutes, puis les deux subséquentes pendant 10 minutes à une vitesse de 423 x g. Après 
chaque lavage, les surnageants ont été éliminés, alors que les culots cellulaires ont été 
resuspendus avec du PBS-EDTA. Un compte cellulaire des PBMC obtenues a été effectué 
en utilisant un hémacytomètre. Le volume de PBMC adéquat pour le comptage a été dilué 
avec du Trypan Bleu 0.16% (p/v) (+PBS) (Wisent) afin d’éliminer les cellules mortes du 
comptage.  
 
 
 
                                                                                                                                                                  
 
68
La formule utilisée pour le calcul du nombre de cellules est:  
Nombre total de cellules  = M x facteur de dilution x V x 104  
M = Moyenne du nombre de cellules (provenant d’au moins de deux chambres de 
l’hémacytomètre)  
V = Volume total des cellules en suspension 
A la fin du dernier lavage, les PBMC ont été resuspendues dans du tampon MACS (décrit 
plus bas) afin de procéder à la séparation des lymphocytes T CD8 et CD4 ou des monocytes 
(voir ci-dessous). 
 
 
1.2 Séparation des lymphocytes T CD8, CD4 et des monocytes (CD14) 
 
Les PBMC ont été resuspendues dans du tampon MACS [PBS, 2 mM EDTA, 0,5 % 
sérum bovin fétal (FBS) (Wisent)] et filtrées afin d’éliminer les agrégats (pores : 70 μm) 
(BD). Ensuite une centrifugation a été effectuée à une vitesse de 216 x g pendant 10 
minutes. Cette étape permet l’exclusion des plaquettes qui peuvent bloquer les colonnes de 
séparation. Tous les isolements de populations leucocytaires ont été effectués par une 
sélection positive étant donné que nous désirions des populations ayant la plus grande 
pureté possible pour des analyses d’expression géniques par PCR en temps réel. Ces 
expériences ne permettent pas d’éliminer des cellules contaminantes de nos analyses. En 
fait, nous étions conscients de la possibilité d’induire certains signaux aux cellules. 
Toutefois, le but de nos expériences était d’abord d’évaluer l’effet des cytokines, donc les 
niveaux de base étaient les mêmes pour toutes les conditions.  Les lymphocytes T CD8 ont 
été isolés avant les lymphocytes T CD4 à cause de leur plus faible proportion dans le sang. 
Pour ce faire, les PBMC ont été resuspendues dans un volume adéquat de MACS (900μl de 
MACS pour 10X107 de cellules) et incubées avec des billes magnétiques couplées à des 
anticorps spécifiques anti-CD8 (10 μl billes pour 10X107 de cellules) (Miltenyi Biotech 
Inc., Auburn, CA, États-Unis). L’incubation a duré 15 minutes à 4ºC. Les billes non liées 
aux cellules ont été éliminées par un lavage dans du tampon MACS à 423 x g pendant 10 
minutes. Pendant ce temps, les colonnes LS (Miltenyi) nécessaires à la séparation cellulaire 
ont été hydratées avec 3 ml de tampon MACS. Les culots cellulaires ont été resuspendus 
dans 0,5 ml de MACS et déposés sur les colonnes retenues par un support aimanté. La force 
magnétique excercée par le support permet de retenir les cellules-cibles munies de billes 
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dans la colonne. Trois lavages successifs ont été accomplis afin d’éliminer les cellules non 
liées aux anticorps (anti-CD8). Finalement les cellules cibles ont été obtenues en collectant 
la fraction positive. Pour ce faire, la colonne a été retirée du support magnétique et 5 ml de 
tampon MACS ont été ajoutés, ainsi, en exercant une pression dans la colonne, les cellules 
cibles ont été récoltées et lavées. Dans le but d’obtenir une meilleure pureté, les cellules de 
la fraction positive ont été centrifugées à 423 x g pendant 10 minutes puis resuspendues de 
nouveau dans 0,5 ml de tampon MACS. Ensuite ces cellules ont été repassées dans une 
deuxième colonne LS en suivant la procédure décrite précédemment. Afin d’isoler les 
cellules T CD4, un compte cellulaire de la fraction négative (cellules CD8-) a été effectué 
pour ajouter les volumes de MACS et de billes anti-CD4 (Miltenyi) adéquats. La procédure 
de séparation des cellules T CD4 était identique à celle des cellules T CD8 (décrit ci-
dessus). Finalement les cellules T CD8 et CD4 obtenues ont été comptées et resuspendues 
dans du R-10 pour procéder à la stimulation. R-10 : [(RPMI 1640 (Wisent) contenant 10% 
(v/v) FBS (Wisent), de la pénicilline (100 U/ml), de la streptomycine (Wisent) (100 μg/ml), 
et de la L-glutamine (Wisent) (2mM)]. Il est nécessaire de mentionner qu’une sélection 
positive des lymphocytes T CD4 pourrait induire une certaine activation au niveau des 
cellules (Julius et al., 1991), sauf que tous nos résultats ont été comparés avec des 
lymphocytes T CD4 non stimulés ayant subi la même procédure d’isolement. Donc, 
l’activation qui se produit dans les cellules avec ou sans traitement est égale, ainsi le 
rapport des réponses est toujours équivalent peu importe l’intensité de l’activation. D’autre 
part, certaines études considèrent qu’une sélection positive avec un anti-CD4 n’enrichi pas 
uniquement des cellules T CD4. Toutefois, la quantité de billes magnétiques utilisée a 
favorisé la sélection de cellules T CD4+ en absence de cellules CD4+ CD14+. En fait, 
l’analyse par cytométrie de flux les populations obtenues tant pour le profil volume (FSC-
Forward Scatter) et la granulation des cellules (SSC-Side Scatter) a bien démontré qu’il 
s’agit de lymphocytes T. Ceci a été confirmé par un marquage avec les fluorochromes 
montrant une identité CD3+ CD4+.  
  
La séparation des monocytes a été faite dans des expériences n’interférant pas à 
l’isolement des lymphocytes T. La procédure suivie pour isoler les monocytes a été 
identique à celle utilisée pour obtenir les cellules T, toutefois les billes magnétiques 
utilisées étaient couplées aux anticorps anti-CD14 (Miltenyi). Après récolte et lavage avec 
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du tampon MACS, les cellules ont été resuspendues dans un milieu de culture complet afin 
de les différencier en cellules dendritiques (voir ci-dessous).  
Un aliquot (2x105 cellules) de chacune des sous-populations isolées (CD8, CD4 et 
CD14) a été conservé afin de vérifier leur pureté par cytométrie en flux (voir ci-dessous). 
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2.0 Essai fonctionnel sur les lymphocytes T et monocytes  
 
 
2.1 Stimulation des lymphocytes T (CD8 et CD4) 
   
Dans le but d’étudier l’expression des « Suppressor Of Cytokine Signalling-1 » et  
« Suppressor Of Cytokine Signalling-3 » (SOCS-1 et SOCS-3) en réponse à l’IFN-β/ IL-27, 
les cellules T CD8 et CD4 purifiées ont été resuspendues dans un volume de R-10 et la 
concentration cellulaire a été ajustée à 2 X 106 cellules/ml. Les cellules ont été distribuées 
dans des tubes «snap cap» et pré-chauffées à 37ºC dans un bain-marie pendant 5 minutes. 
Ensuite, les cytokines en question ont été ajoutées aux cellules. L’étape de pré-chauffage 
permet de s’assurer que les cellules sont déjà à la température optimale afin d’induire 
rapidement l’expression de SOCS-1 et SOCS-3, une fois les cytokines ajoutées.  
     
        L’étude des effets de l’IFN-β  (Ιnvitrogen, Burlington ON, Canada)  sur les molécules 
SOCS-1 et SOCS-3 était divisée en trois sections, d’abord nous avons effectué une 
cinétique, en second lieu, nous avons évalué la dose réponse pour l’induction de 
l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 et enfin nous avons effectué une exposition répétée de 
l’IFN-β sur les cellules T CD8 et CD4. Les cinétiques d’expression des molécules SOCS-1 
et SOCS-3 en réponse à l’IFN-β ont été effectuées par des incubations de différentes durées 
soit 30, 60, 120, 180 et 240 minutes en présence de 1 000 U/ml d’IFN-β. Τandis que la dose 
réponse de SOCS-1 et SOCS-3 a été établie par des incubations avec différentes 
concentrations d’IFN-β: 10, 100, 1 000 et 10 000 U/ml pendant une durée de 60 minutes 
(pic d’expression) à 37ºC. L’exposition répétée des lymphocytes T CD8 et CD4 à l’IFN-β 
consistait à l’ajout de cette cytokine en dose physiologique (100 U/ml) à chaque 48 heures. 
L’expression au niveau de l’ARNm des SOCS-1 et SOCS-3 a été analysée une heure après 
chacune des stimulations, en comparaison avec le témoin correspondant non stimulé. Les 
différences au niveau de la viabilité des cellules sont alors négligeables. Plus précisémment, 
il y avait 6 conditions pour les cellules du même donneur soit : Tube 1- Cellules témoins 
non traitées à l’IFN-β; Tube 2- Cellules stimulées avec une dose d’IFN-β pendant 1 heure; 
Tube 3- Cellules gardées avec une dose d’IFN-β pour 48 heures; Tube 4- Cellules stimulées 
avec une deuxième dose d’IFN-β pendant 1 heure de temps et ce après 48 heures 
d’incubation; Tube 5- Cellules ayant reçu deux doses d’IFN-β et incubées pendant 96 
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heures; Tube 6- Cellules incubées avec une troisième dose d’IFN-β et ceci pendant 1 heure 
de temps après 96 heures d’incubation. Rappelons que toutes ces conditions ont été 
effectuées à 37ºC.  
      Pour étudier l’effet de l’IL-27 (Cedarlane, ON Canada) sur les molécules SOCS-1 et 
SOCS-3, nous avons établi une cinétique et une dose réponse des profils d’expression de 
ces deux molécules. La cinétique a été effectuée par l’incubation des cellules T CD8 et 
CD4 avec l’IL-27 (100 ng/ml) pendant une heure vs. trois heures de temps à 37ºC. Alors 
que pour la dose réponse, trois concentrations ont été utilisées : 10, 100 et 250 ng/ml pour 
une durée de 1 heure (pic d’expression) à 37ºC. 
       Pour toutes les expériences décrites plus haut, la récolte des cellules a été suivie d’un 
lavage au PBS pour éliminer le milieu enrichi (R-10). Après l’aspiration du surnageant, les 
culots ont été conservés à -80ºC jusqu’au moment de l’extraction d’ARN (voir ci-dessous). 
 
 
2.2 Génération in vitro de cellules dendritiques dérivées de monocytes humains 
 
Dans le but d’obtenir un bon témoin positif pour SOCS-1 et SOCS-3 nous voulions 
générer des cellules dendritiques (CD) à partir de monocytes isolés (section 1.2 p.68) 
(adapté de (Xia and Kao, 2003)). Notons que cette technique de génération de CD est 
utilisée de façon routinière dans le laboratoire. Les monocytes ont été resuspendus (2 x 106 
cellules/ml) dans du R-10 auquel les éléments suivants ont été ajoutés : 100mM pyruvate 
de sodium, 10mM d’acides aminés non-essentiels (Wisent) et 50 μM de 2-β-
mercaptoéthanol (Sigma). Les cellules resuspendues ont été transférées uniquement dans 
les puits centraux (1 ml/puit) d’une plaque de 24 puits, tandis que les puits périphériques 
ont été remplis de PBS et ceci pour minimiser l’évaporation du milieu de culture. Ensuite 
les cellules ont été incubées avec les cytokines IL-4 (Interleukine-4) (20 ng/ml) et GM-CSF 
(‘Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor’) (100ng/ml) (Cedarlane) pendant 3 
jours à 37°C. Après la période d’incubation, la partie supérieure du milieu (400 μl) a été 
enlevée et du nouveau milieu de culture contenant les cytokines (IL-4 (20 ng/ml) et GM-
CSF (100ng/ml) ) a été ajouté. Une autre incubation de trois jours à 37°C a été nécessaire. 
Au jour 6, nous avons induit la maturation des cellules dendritiques en ajoutant du 
lipopolysaccharide 100 ng/ml (LPS provenant d’Escherichia coli sérovar 0111:B4 (Sigma, 
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ON, Canada) ) pour 6 heures à 37°C. Ces cellules dendritiques ont d’ailleurs été utilisées 
comme témoins positifs pour d’autres expériences dans le laboratoire, donc il se peut 
qu’une stimulation de 6 heures avec du LPS ne pas soit optimale mais suffisamment forte 
pour que ces cellules soient un bon témoin postif dans notre étude. Ainsi, après la 
maturation, le milieu de culture a été aspiré. Les cellules ont été récoltées dans du PBS 
froid puis lavées à 423 x g pendant 10 min et les culots conservés à -80°C pour l’extraction 
de l’ARN  (voir ci dessous). 
 
2.3 Vérification de la pureté cellulaire (T CD8, CD4 et monocytes) 
 
Suite à l’isolement des cellules (T CD8, T CD4 et monocytes) à l’aide des billes 
magnétiques, (comme décrit à la section 1.2, p.68), la pureté des cellules obtenues a été 
vérifiée à chacune des expériences. Les cellules qui ont eu un taux de pureté inférieur à 
92% n’ont pas été prises en considération. Pour ce faire, chaque aliquot (2x105 cellules) a 
été incubé avec l’anticorps spécifique couplé à un fluorochrome et dilué dans du tampon 
FACS (PBS contenant 1% (v/v) de FBS (sérum bovin foetal) et 0,1% (w/v) NaN3) dans un 
volume total de 50μl. L’incubation s’est faite pendant 30 minutes à 4ºC et à la noirceur. 
Afin d’éliminer les anticorps non liés, les cellules ont été lavées une fois avec le même 
tampon. Les lymphocytes T CD8 ont été marqués avec l’anti-CD8 PE, les T CD4 ont été 
incubés avec l’anti-CD4 PB et les monocytes ont été incubés avec l’anti-CD14 FITC. 
Notons qu’il n’était pas nécessaire d’utiliser des contrôles isotypiques pour chacun des 
anticorps puisque les expériences de routine effectuées dans notre laboratoire montrent 
toujours que le bruit de fond est négligeable. En d’autres termes ces anticorps utilisés ont 
une spécificité de reconnaissance très élevée de leur molécule cible. Après le marquage, les 
cellules ont été fixées avec 1% (v/v) de formaldéhyde dans du PBS (0,2 ml) (Fisher 
Scientific Compagny, ON, Canada). Les cellules ont été passées au cytomètre de flux LSR 
II (BD Biosciences). L’analyse des données a été effectué par le logiciel FlowJo (Treestar, 
San Carlos, CA) (détails fluorochromes voir tableaux 5 et 6).  
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Tableau 5: Fluorochromes utilisés en cytométrie de flux 
 
 Légende : Tableau regroupant les fluorochromes utilisés pour la visualisation d’anticorps 
spécifiques au cytomètre de flux, les longueurs d’ondes (nm) nécessaires pour leur 
excitation et les filtres optiques utilisés. 
 
 
 
 
 
Tableau 6: Anticorps utilisés en cytométrie de flux 
 
 
Anticorps                         Quantité en (μg/ml) par marquage                   Source 
 
CD8 (PE)                                                     3                                       BD Biosciences 
 
CD4 (PB)                                                    200                                    BD Biosciences 
 
CD14 (FITC)                                               50                                     BD Biosciences 
 
Légende: Tableau regroupant les anticorps utilisés et leur fluorochrome correspondant, 
ainsi que la quantité adéquate pour le marquage (μg/ml) et la source commerciale. 
 
 
 
 
 
Fluorochrome                 Longueur d’onde d’excitation (nm)         Filtres optiques
 
Phycoérythrine (PE)                                     488                                              575/26 
 
Pacific Blue™ (PB)                                      405                                              440/40 
 
Isothiocyanate                                               488                                              530/30 
 Fluorescéine (FITC) 
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3.0 Evaluation de l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 par PCR en temps réel 
 
3.1 Extraction de l’ARN total 
 
L’extraction de l’ARN total des cellules T CD8, CD4 et des CD a été effectuée en 
utilisant le RNeasy Mini Kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) et en suivant la procédure 
fournie par le manufacturier. Les cellules conservées à -80ºC ont été dégelées à température 
pièce puis les culots cellulaires ont été lysés avec un tampon de lyse RLT (contenant du 
thiocyanate de guanidine) (ajout de 350 μl de RLT pour moins de 5x106 cells ou 600 μl 
pour 5x106 - 10x106 de cellules). Chacun des lysats cellulaires a été passé 5 à 6 fois dans 
une seringue de 1 ml RNase-free (BD Biosciences) munie d’une aiguille de calibre 20 (0,9 
mm de diamètre). Un volume d’éthanol 70% égal au volume de RLT a été ajouté aux lysats 
cellulaires et bien mélangé pour former une solution homogène. Ces volumes ont été 
déposés sur des colonnes RNase-free munies d’un tube collecteur (fourni avec la trousse) et 
puis les colonnes ont été centrifugées à 10 000 x g pendant 15 secondes. Si le volume des 
échantillons dépassaient 700 μl, cette étape a été répétée. Le volume obtenu dans le tube 
collecteur a été éliminé. Ensuite, un second tampon RW1 a été ajouté dans les colonnes 
puis ces dernières ont été centrifugées à 10 000 x g pendant 15 secondes. Le liquide dans 
les tubes collecteurs a été éliminé. Un troisième lavage a été effectué en ajoutant 500 μl du 
tampon RPE (10 000 x g pendant 15 secondes). De nouveau le volume dans les tubes 
collecteurs a été rejeté. Un autre lavage avec du tampon RPE (500 μl)  a été effectué à une 
vitesse de 10 000 x g pendant 2 minutes. Afin de s’assurer que les colonnes ont été 
débarassées des différents tampons de lavage, elles ont été transférées dans de nouveaux 
tubes collecteurs puis centrifugées pendant 1 minute à une vitesse maximale. La dernière 
étape consistait à l’élution de l’ARN total. Pour ce faire, les colonnes ont été transférées 
dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml (RNase-free). De l’eau RNase-free (40 μl) a été ajoutée 
dans les colonnes, ensuite ces dernières ont été centrifugées pendant 1 minute à 10 000 x g. 
Le dosage des ARN totaux a été déterminé en utilisant un spectrophomètre Ultrospec 2 100 
pro à une longueur d’onde de 260 nm. Alors que la pureté a été évaluée par un ratio des 
densités optiques obtenues à 260 et 280 nm. Les ratios 260/280 obtenus étaient supérieurs à 
1,6. Les ARN totaux ont été congelés à -80°C jusqu’à leur transcription en ADN 
complémentaire (ADNc) tel que décrit dans la section suivante. 
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3.2 Génération de l’ADN complémentaire (ADNc) 
        
L’ADNc a été synthétisé à l’aide du Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen) 
en suivant la procédure décrite par le manufacturier. En première étape, il était nécessaire 
d’éliminer l’ADN génomique contaminant. Pour cela, l’ARN total (1 μg) a été brièvement 
incubé pendant 2 minutes à 42°C avec un tampon gDNA wipeout buffer (2 μl) et avec de 
l’eau RNase-free (volume total de 14 ul). Ensuite, les enzymes responsables de la 
transcription inverse (Omniscript® et Senscript® Reverse Transcriptases (RT)) ont été 
ajoutées en présence d’inhibiteurs de RNase ainsi que des dNTPs, des amorces aléatoires et 
oligo-dT et des sels. La synthèse d’ADNc a été effectuée pour 30 minutes à 42°C, puis une 
étape de 3 minutes à 95°C a inactivé les enzymes. Les ADNc ont été conservés à -20ºC afin 
de procéder avec la technique de PCR en temps réel (voir ci-dessous). 
 
 
3.3 PCR en temps réel (‘Real time- Polymerase Chain Reaction’) 
       
La méthode de PCR en temps réel qui a été utilisée est basée sur l’activité 5’ 
exonucléase d’une ADN polymérase thermostable (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase). 
Cette dernière a la propriété de cliver une sonde interne Taqman durant le PCR. La 
technique de PCR a été effectuée en utilisant deux amorces complémentaires à chacune des 
extrémités 5' des deux brins d'ADN encadrant la séquence à amplifier. Ainsi, l’ADN 
polymérase a synthétisé le brin complémentaire via l’élongation des amorces dans le sens 
5’->3' d'une séquence exactement complémentaire du brin d’ADN. En plus, une sonde 
interne de type Taqman a été utilisée, son extrémité 5’ était munie d’un fluorochrome 
(reporteur) et son extrémité 3’ était marquée par un agent suppresseur (quencher) qui inhibe 
l’émission de fluorescence par le reporteur lorsqu’ils sont à proximité. Durant l’élongation, 
lorsque la sonde interne est liée à sa séquence cible, l’ADN polymérase effectue un clivage 
de la sonde. Ceci aboutit à la séparation du reporteur et du suppresseur, donc à l’émission 
de la fluorescence. L'intensité de la fluorescence est directement proportionnelle à la 
quantité d'ADN amplifiée au cours de la réaction de PCR à chacun des cycles.  
La technique de PCR en temps réel a été utilisée pour évaluer l’expression en 
ARNm de deux gènes soit : SOCS-1 et SOCS-3, alors que l’ARN ribosomal 18S a été 
utilisé comme contrôle endogène (Applied Biosystems, Foster City, CA, États Unis). Les 
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ADNc préparés et conservés à -20ºC ont été dégelés sur glace. Un même échantillon 
d’ADNc a été transféré dans des trois tubes Eppendorf (2,3 μl/tube), correspondant aux 
trois réactions de PCR citées ci-dessus. Les produits nécessaires au PCR ont été ajoutés à 
ces échantillons selon les consignes du manufacturier (55,2 μl/tube). Ces cocktails de 
différents produits ont été fraîchement préparés à l’abri de la lumière et contenaient du 
Universal PCR master mix (25 mM d’ADN polymérase (AmpliTaq Gold® DNA 
Polymerase), 10 mM de dNTP, 15 mM de MgCl2, un fluorochrome passif et référence 
interne (ROXTM dye), les amorces spécifiques (18S, SOCS-1 ou SOCS-3) et de l’eau 
stérile. Pour l’amplification du gène ribosomal 18S, deux amorces ont été ajoutées soit : 
l’amorce sens et l’amorce anti-sens (50nM) ainsi que de la sonde interne marquée d’un 
fluorochrome VICTM et du suppresseur TAMRA™ dye (200 nM). Les cocktails spécifiques 
aux gènes SOCS-1 et SOCS-3 contenaient les amorces 3’ et 5’ (45 nM) et la sonde interne 
spécifique marquée par un fluorochrome FAMTM ainsi qu’un quencher non fluorescent 
(Applied Biosystems) (Taqman® MGB) (12,5 nM). En plus de nos échantillons à l’étude, 
un témoin positif formé d’ADNc de cellules dendritiques stimulées avec du LPS pendant 6 
heures (section 2.2, p.72) (échantillon non dilué et une dilution 1/5 ont été préparés) a été 
considéré comme calibrateur sur chacune des plaques de PCR. Un contrôle négatif (eau 
stérile) a été utilisé pour vérifier l’absence d’un signal non spécifique. Les ADNc ont été 
bien mélangés avec les cocktails correspondants puis transférés en duplicats (25 μl/puit) 
dans une plaque 96 puits (Applied Biosystems). Les bulles d’air ont été éliminées puis la 
plaque a été centrifugée à 160 x g pour quelques secondes afin de s’assurer que le volume 
total de l’échantillon était au fond du puits. La réaction de PCR a été effectuée dans un 
appareil Fast Real Time PCR System 7900HT (Applied Biosystems). La plaque a été 
incubée à trois conditions cycliques avec différentes températures. A la première phase, la 
plaque a été exposée pendant 2 minutes à 50°C. Cette étape a pour but d’activer l’Uracil-
DNA Glycosylase (UNG) afin d’empêcher l’amplification de contaminants d’une 
expérience antérieure. L’UNG a été inactivée lors de l’étape suivante (à 95°C). A la 
deuxième phase, la plaque a été exposée à une température de 95°C pendant 10 minutes, ce 
qui a permis de séparer complètement les brins de l’ADNc. Les étapes de dénaturation- 
hybridation-élongation ont été répétées pour 40 cycles : dénaturation 15 secondes à 95°C, 
hybridation + élongation  à 60°C pendant 1 minute.            
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 Pour l’analyse, l’expression relative de chacun des gènes cibles (SOCS-1 et SOCS-
3) a été comparée au gène ribosomal 18S et ceci pour standardiser les résultats obtenus. 
Pour ce faire nous avons tout d’abord calculé la moyenne du nombre de cycles obtenus au 
niveau de chaque duplicata et l’écart-type. Lorsque l’écart-type était trop élevé (> 0,8 
représentant 1 cycle de différence) l’échantillon était répété dans une autre ronde de PCR. 
L’expression relative des gènes cibles a été comparée au témoin (18S). Ainsi, nous avons 
effectué la différence entre le nombre de cycle moyens obtenus pour le gène cible et le 
témoin selon la formule suivante : ΔCT= CT (cible) - CT (témoin) .  Ensuite, nous avons calculé le 
ΔΔCT qui représente la différence entre le ΔCT du gène cible et la moyenne des  ΔCT  du 
témoin positif pour le même gène :  CTLΔΔCT  = ΔCT (échantillon)- ΔCT (témoin positif).  Les 
résultats obtenus ont été transformés en puissance selon la formule: 2-CTLΔΔCT afin de 
comparer des résultats obtenus sur plusieurs plaques.  
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4.0 Evaluation de l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau protéique par 
immunocytochimie 
 
Des PBMC ont été isolées à partir de donneurs sains tel que décrit à la section 1.1 
(p. 67). Après avoir éliminé les plaquettes (section 1.2,  p.68), les culots de PBMC ont été 
resuspendus avec du R-10 afin d’obtenir 2x106 cellules/ml. Nous avons stimulé ces cellules 
soit avec l’IFN-β ou avec l’IL-27 pendant 3 heures de temps à 37°C. De plus, nous avons 
gardé des cellules témoins (sans stimulation) ayant confronter les mêmes conditions que les 
cellules stimulées (incubation, lavages etc.). Donc, une fois resuspendues, les cellules ont 
été distribuées dans trois tubes « snap cap » afin d’être stimulées ou non avec l’une ou 
l’autre des cytokines citées ci-dessus. Nous avons utilisé une dose de 1 000 U/ml d’IFN-β   
et une concentration de 250 ng/ml d’IL-27 pour les stimulations. Ces concentrations ont été 
jugées optimales pour l’induction des SOCS-1 et de SOCS-3 au niveau protéique en 
comparaison avec les données d’expression en ARNm. Après la période d’incubation, 
1x106 cellules ont été récoltées dans des Eppendorf et lavées avec du PBS. Ces cellules ont 
été centrifugées à 400 x g pendant cinq minutes. Les culots ont été resuspendus avec du 
RPMI 1640 + 50% FBS (Wisent) de telle sorte à avoir 1x106 cellules/ml dans chacun des 
tubes. Ensuite nous avons procédé à l’immunocytospin (StatSpin Cytofuge 2, distribué par 
Fisher Scientific). Cette manipulation consiste à catapulter les cellules sur des lames 
lorsqu’elles sont soumises à une vitesse élevée. Pour ce faire, nous avons procédé au 
montage du matériel requis. Nous avons placer la lame (Superfrost/Plus de Fisher 
Scientific, Etats-Unis) (format 25 x 75 x 1.0mm) correspondante sur une plaque de fixation. 
Ensuite nous avons placé le concentrateur cellulaire formé de trois puits et muni d’un 
caoutchouc par-dessus la lame. Le montage a été comprimé avec des pinces. Enfin les 
concentrateurs entièrement montés ont été installés en position inclinée vers le centre du 
rotor. Nous avons ajouté les cellules (100 μl/puits) dans les puits les plus espacés dans le 
but d’empêcher une contamination, puis centrifugé à 5 00 x g pendant 4 minutes. Les lames 
ont été séchées à température pièce pendant 10 minutes. Ensuite, les cellules ont été fixées 
avec de la paraformaldéhyde (PFA) 2% (p/v) dans du PBS (Sigma) pendant 10 minutes 
suivi de trois lavages de cinq minutes avec du PBS. Les lames ont été gardées à 4°C avec le 
même tampon pour procéder ensuite au marquage des cellules tel que décrit plus bas. 
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 D’abord nous avons perméabilisé les cellules en trempant les lames dans une 
solution de PBS + 0,3% de Triton X-100 (Sigma), et ce pendant 30 minutes à température 
pièce. Ensuite nous avons rincé les lames avec du PBS trois fois pendant cinq minutes, 
chaque zone cellulaire (puits) a été délimitée en traçant un cercle autour avec un crayon 
hydrophobe DAKO. En deuxième lieu, nous avons inclus une étape de blocage en ajoutant 
une solution de HHFH (200 μl/puits) [(1mM Hepes, 2% (v/v) sérum de cheval 
(décomplementé 30min à 56oC), 5% (v/v) sérum foetal de bovin (décomplémenté 30min à 
56oC), solution saline Hank’s HBSS 1X et 0,1% (p/v) de sodium azide (Wisent)] et ce, 
pendant une heure tout en gardant les lames dans une chambre humidifiée à température 
pièce. Cette étape permet de diminuer le bruit de fond et les liaisons non spécifiques des 
anticorps. Ensuite les solutions d’anticorps primaires dilués dans du HHFH ont été ajoutées 
aux puits correspondants (200 μl/puits). Nous avons utilisé les anticorps monoclonaux 
spécifiques pour les molécules humaines SOCS-1 (clone 4H1, 25 μg/ml) et SOCS-3 (clone 
1B2, 20 μg/ml) (Millipore Upstate distribué par Cedarlane, ON Canada). La détection 
spécifique des SOCS-1 et de SOCS-3 a été comparée, en parrallèle, avec des cellules mises 
en présence d’un isotype correspondant soit un anticorps IgG1 de souris (même 
concentration finale que l’anticorps) (voir tableau 7, p.82). L’incubation avec les anticorps 
primaires a duré toute la nuit dans une chambre humidifiée et à 4°C. Le lendemain, les 
lames ont été lavées avec du PBS trois fois pendant cinq minutes puis l’anticorps 
secondaire, un sérum polyclonal de chèvre biotinylé (2 μg/ml) (Invitrogen) reconnaissant 
spécifiquement des immunoglobulines de souris (voir tableau 7) a été ajouté. L’incubation 
a duré deux heures et ce, en gardant toujours les lames dans une chambre humifiée à 
température pièce. Enfin, nous avons ajouté dans chacun des puits une solution de 
Streptavidine conjuguée au Cy3 (2 μg/ml) (Medicorp Inc, Qc, Canada). Afin de détecter 
aussi des sous-types de lymphocytes T, nous avons ajouté à la Streptavidine-Cy3 des 
anticorps reconnaissant les cellules T CD8 ou CD4 respectivement soit avec l’anticorps 
monoclonal de lapin anti-CD8 humain (10 μg/ml) (Vector Laboratories, Burlingame CA, 
États-Unis) ou le monoclonal de rat anti-CD4 humain (10 μg/ml) (Lifespan Biosciences, 
Seattle WA, États-Unis). Des puits contrôles étaient aussi nécessaires pour vérifier la 
spécificité des anticorps. Donc un autre mélange a été préparé formé de la Streptavidine-
Cy3 et des isotypes correspondants; soit des immunoglobulines de lapin (Jackson 
ImmnoResearch Laboratories Inc. West Grove PA, État-Unis) et un isotype de rat-IgG1 
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(BD). Cette solution a été gardée deux heures dans une chambre humidifiée à température 
pièce (TP) (voir tableau 7). Après les lavages, nous avons ajouté respectivement un sérum 
polyclonal de chèvre conjugué à l’Alexa-488 dirigé contre des immunoglobulines de lapin 
(2 μg/ml) (Invitrogen) ou un sérum polyclonal d’âne conjugué au FITC dirigé contre des 
immunoglobulines de rat (2 μg/ml) (Jackson ImmnoResearch Laboratories Inc.). Une 
incubation était nécessaire tel que décrit ci-dessus. Finalement, nous avons marqué les 
noyaux avec une solution de Hoechst 33342, trihydrochloride, trihydrate (2 μg/ml)  
(Invitrogen, Molecular Probe) pour une durée de 10 minutes à température pièce. Après les 
lavages, les lames ont été montées avec du Gelvatol [20% (p/v) glycérol (Gibco), 10% (p/v) 
polyvinyl alcohol dans du 0,1 M Tris-HCl pH 8-8.3] comme agent de montage. Les lames 
ont été séchées pendant toute la nuit à l’abri de la lumière à 4°C avant leur observation. 
 Les lames ont été observées en utilisant un microscope à fluorescence (Leica 
DM6000). Ce microscope est doté de trois spectres optiques, donc les couleurs Hoechst 
(bleu), FITC/A488 (vert) et Strep-Cy3 (rouge) ont été visualisées pour chaque champ. Nous 
avons comparé l’expression des SOCS-1 et de SOCS-3 dans les cellules non stimulées vs. 
celles qui ont été traitées avec l’IFN-β ou l’IL-27. Pour ce faire, nous avons visualisé 
plusieurs champs (4-5) et nous avons compté les cellules T exprimant ou non SOCS-1 et 
SOCS-3. 
 
 
5.0 Représentation graphique et analyses statistiques des données expérimentales 
 
 
 Les résultats que nous avons obtenus par PCR en temps réel et par 
immunocytochimie ont été représentés sous forme d’histogrammes réalisés à l’aide du 
logiciel de calcul GraphPad Prism version 4.0 (La Jolla, Californie, Etats-Unis). De plus, 
dans le but de mettre en évidence une validité statistique au niveau de nos résultats, nous 
avons eu recours à la méthode du test t de Student (non paramétrique) effectuée de manière 
pairée, ce qui a aussi été réalisé par le même logiciel cité ci dessus. De cette façon, nous 
avons pu vérifier l’existence d’une expression différentielle de SOCS-1 ou SOCS-3 dans 
des cellules non traitées en comparaison avec cellules qui ont été stimulées avec l’une des 
cytokines d’intérêt (IFN-β ou IL-27). 
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Tableau 7: Anticorps utilisés en immunocytochimie 
 
Antigène ciblé ou 
réactif 
Hôte Concentration 
(μg/ml) 
 
Isotype Source 
commerciale * 
 
SOCS-1 humain 
 
Souris 
 
25 
 
Souris IgG1 
Millipore 
BD 
 
SOCS-3 humain 
 
Souris 
 
20 
 
Souris IgG1 
Millipore 
BD 
 
IgG souris 
 
Chèvre 
(biotinylé) 
 
2 
  
BD 
 
Streptavidine-Cy3 
  
2 
  
Medicorps Inc 
 
CD8 humain 
 
Lapin 
 
10 
 
Lapin IgG 
Vector 
Laboratories 
Jackson 
ImmnoResearch
 
CD4 humain 
 
Rat 
 
10 
 
Rat IgG 
Lifespan 
Biosciences 
BD 
 
IgG lapin 
Chèvre 
 (conjugué 
Alexa488) 
 
2 
  
Invitrogen 
 
IgG Rat 
Chèvre 
(conjugué 
FITC) 
 
2 
 Jackson 
ImmnoResearch
 
Légende : Tableau regroupant les anticorps utilisés, les concentrations ajoutées, la nature 
des anticorps avec chacun des isotypes correspondants et la source commerciale. * la 
source commerciale en italique correspond à l’isotype. 
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1.0 Effets de l’IFN-β sur l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 
 
1.1 L’IFN-β induit rapidement l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans les 
lymphocytes T humains.  
 
1.1.1 Cinétique d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau de l’ARNm par les 
lymphocytes T CD8 et CD4. 
 
Afin d’étudier la cinétique d’expression des SOCS-1 et SOCS-3, les lymphocytes T 
CD8 et CD4 ont été purifiés à partir de PBMC obtenues d’au moins 5 donneurs sains pour 
chacune des conditions. Les cellules ont été stimulées avec 1 000 U/ml d’IFN-β et récoltées 
après 30, 60, 120, 180 et 240 minutes. L’expression des SOCS-1 et SOCS-3 a été évaluée 
au niveau de l’ARNm et ce par PCR en temps réel. Les niveaux de SOCS dans les 
lymphocytes T ont été standardisés par rapport à l’ARN ribosomal 18S puis comparés aux 
taux des SOCS obtenus au niveau du témoin positif soit les cellules dendritiques (CD). Ces 
dernières ont montré un taux élevé d’expression en ARNm de ces deux molécules.  
L’ADNc des CD codant pour le SOCS-1, nécessitait en moyenne uniquement huit cycles de 
PCR pour être détecté, alors que pour le SOCS-3, 10 cycles d’amplification étaient requis 
pour être visualisé par rapport au témoin l’ARN ribosomal 18S. L’ADNc obtenu des CD 
traitées au LPS a été utilisé comme gabarit sur chacune des plaques de PCR en temps réel, 
nous permettant ainsi de compiler les données de plusieurs donneurs effectués à différents 
moments. 
 
L’IFN-β a augmenté très rapidement l’expression des ARNm codant pour les 
SOCS-1 et SOCS-3 par les lymphocytes T CD8 (Figures 6A et B). Les deux graphiques 
démontrent qu’une rapide augmentation en ARNm a été détectée dès 30 minutes pour 
atteindre l’expression maximale après 60 minutes de stimulation. Ensuite, l’expression des 
SOCS-1 et SOCS-3 a diminué progressivement à partir de 120 minutes pour atteindre des 
niveaux similaires ou même plus bas que l’expression basale. En comparant le niveau des 
SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules non stimulées (nil) vs. au pic d’expression (60 
minutes), nous remarquons que l’augmentation d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 
induite par l’IFN-β était statistiquement significative à 60 minutes. Les niveaux  
Figure 6 : Cinétique d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau de 
l’ARNm par les lymphocytes T CD8 suite à une stimulation avec l’IFN- β
Les lymphocytes T CD8 ont été mis en culture en présence d’IFN-β (1000 
U/ml) pendant 30, 60, 120, 180 et 240 minutes comme indiqué sur 
l’abscisse. Les cellules ont été récoltées puis après l’extraction de l’ARN, 
l’expression des SOCS-1 (A) et SOCS-3  (B) a été analysée par PCR en 
temps réel. Les panneaux A et B représentent une compilation des 
résultats obtenus à partir d’au moins 5 donneurs sains, la moyenne + SEM 
est illustrée; * signifie p<0,05, comparé à nil (cellules témoins non 
traitées à l’IFN- β). 
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d’expression maximaux des SOCS-1 (0,47 vs. 0,08) et SOCS-3 (0,34 vs. 0,06) atteignaient 
tous deux un taux quatre fois plus élevé que leur niveau basal. Ceci a permis de considérer 
dans les expériences ultérieures que le temps de stimulation optimal des SOCS-1 et SOCS-
3 dans les cellules T CD8 était de 60 minutes.  
 
Après avoir déterminé l’expression individuelle de chacune des molécules SOCS 
chez différents donneurs, il a été intéressant de comparer mutuellement la transcription en 
ARNm des SOCS-1 vs. SOCS-3 sous l’effet de l’IFN-β (Figures 8 A et 9 A, p.90, 91). Pour 
ce faire, nous avons calculé la différence entre le nombre de cycle moyens obtenus pour le 
gène cible et le contrôle 18S pour les cellules activées et les cellules témoins (ΔΔCT) selon 
la formule suivante : 
                             ΔΔCT  = [CT (SOCS) - CT (18S)]témoin – [CT (SOCS) - CT (18S) ]activé 
 
De cette façon, l’amplification de l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 a pu être comparée 
par rapport à l’ARN ribosomal 18S et non aux CD. Le contrôle interne (18S) est 
abondament exprimé d’une manière équivalente dans toutes les cellules de mammifères. 
Ainsi, il était possible de comparer les ΔΔCT de SOCS-1 vs. SOCS-3. L’expression des 
SOCS-1 et SOCS-3 a été évaluée au niveau des cellules non stimulées en comparaison avec 
les cellules stimulées à l’IFN-β pendant 60 minutes, le pic d’expression. Pour le SOCS-1, 
nous remarquons que les échantillons obtenus des cellules T CD8 nécessitaient près de 
14,52 cycles d’amplification pour sa détection, par contre après la stimulation optimale de 
60 minutes, le nombre de cycle a diminué pour atteindre 12,0, alors une diminution de 2,52 
cycles entre les cellules activées et les cellules témoins était à noter. Donc sous l’impact de 
l’IFN-β, l’ARNm codant pour SOCS-1 était en moyenne de 5,7 fois (22,52) plus abondant 
que le niveau de base, cette induction était statistiquement fiable (Figure 9 A). Quant au 
SOCS-3, au niveau des cellules non stimulées, 16,74 cycles ont été nécessaires pour sa 
détection. L’IFN-β a entraîné une diminution du nombre de cycles qui s’est établi à 14,18, 
donc on observait une diminution de 2,56 cycles entre les cellules activées et les cellules 
témoins. L’IFN-β a induit une augmentation d’environ 5,9 (22,56) fois de l’ARNm codant 
pour le SOCS-3 en comparaison au témoin non-stimulé (Figure 9 A). Ici aussi, 
l’augmentation du SOCS-3 était considérée valide au niveau statistique. Bien que le SOCS-
1 avait un niveau basal d’expression plus élevé que le SOCS-3 dans les cellules T CD8, 
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nous avons remarqué que l’IFN-β avait un effet équivalent tant sur le SOCS-1 que sur le 
SOCS-3, puisque les augmentations déterminées en ΔΔCT ont été conservées après la 
stimulation. Donc en résumé, dans les lymphocytes T CD8, sous l’influence de l’IFN-β, les 
ARNm codant pour les SOCS-1 et SOCS-3 étaient augmentés de façon équivalente par 
rapport à leur niveau basal d’expression. 
 
Au niveau des lymphocytes T CD4 (Figure 7, p.88), encore une fois l’IFN-β a  
rapidement affecté les cellules et a induit après 30 minutes une augmentation notable des 
SOCS-1 et SOCS-3. Un plateau d’expression du SOCS-1 s’étendait de 30 minutes à 180 
minutes. Une diminution a été notée à partir de 240 minutes tout en gardant un niveau plus 
élevé que le niveau basal. Quant au SOCS-3, il y a aussi eu un plateau mais ce dernier 
s’étendait entre 30 et 120 minutes. Le niveau de SOCS-3 a commencé à diminuer à partir 
de 180 minutes et est retourné au niveau initial après 240 minutes de stimulation ce qui 
n’était pas le cas pour le SOCS-1. Bien qu’il n’y ait pas de fiabilité statistique, nous avons 
considéré que le pic d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans les lymphocytes T CD4 
incluait le temps de stimulation de 60 minutes pour les expériences ultérieures. Toutefois, 
nous avons remarqué la présence d’une tendance statistique en comparant les niveaux 
d’expression des  SOCS-1 et de SOCS-3 dans les cellules non stimulées vs. 60 minutes 
(p=0,0949 nil vs. 60 min pour SOCS-1; et p=0,0596 nil vs. 60 min pour SOCS-3). 
L’expression du SOCS-1 a atteint un maximum de 0,3 d’expression relative en 
comparaison au CD, qui est trois plus élevé que le niveau basal observé chez les cellules 
non-stimulées (0,1). Les taux d’ARNm codant pour le SOCS-3 étaient deux fois plus élevés 
que le niveau initial. Toutefois ces valeurs ne peuvent être comparées en parallèle 
puisqu’elles sont analysées par rapport aux CD. Pour cela, il a été indispensable de calculer 
les ΔΔCt de chaque molécule comme décrit à la section précédente. 
 
La détection de l’ADNc du SOCS-1 dans les lymphocytes T CD4 par rapport au 
témoin 18S (Figures 8 B et 9 B) a requis 13,0 cycles d’amplification pour les cellules non 
stimulées, mais seulement 10,72 cycles pour les cellules stimulées à l’IFN-β se traduisant 
par un ΔΔCt de SOCS-1 égal à 2,28. La validité statistique était encore une fois très forte à 
ce niveau. 
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Figure 7 : Cinétique d’expression de SOCS-1 et SOCS-3 au niveau de 
l’ARNm par les cellules T CD4 suite à une stimulation à l’IFN- β
Les cellules T CD4 ont été mises en culture avec de l’IFN-β (1000 U/ml) 
pendant 30, 60, 120, 180 et 240 minutes comme indiqué sur l’abscisse. Les 
cellules ont été récoltées à chacune des durées mentionnées ci-dessus. 
L’ARN a été extrait puis l’expression des SOCS-1 (A) et SOCS-3 (B) a été
analysée par PCR en temps réel. Les figures A et B représentent une 
compilation de résultats obtenus d’au moins 5 donneurs sains. Les cellules 
nil réfèrent au contrôle non traité à l’IFN-β. 
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Figure 8: Comparaison des ΔΔct des SOCS-1 et SOCS-3 dans les 
cellules T CD8 vs T CD4 en réponse à l’IFN-β 
L’amplification de l’expression des SOCS-1 vs. SOCS-3 a été comparée 
par rapport a l’ARN ribosomal 18S. Ces résultats sont représentés sous 
forme de ΔΔct. Ces valeurs ont été calculées dans les cellules T CD8 
(panneau A) et T CD4 (panneau B) sans traitement nil vs. stimulées avec 
l’IFN-β pour 60 minutes. * signifie p<0,05, **signifie p<0,01 
***signifie <0,001
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Figure 9 : Comparaison des 2ΔΔct des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules 
T CD8 et CD4 en réponse à l’IFN-β
L’amplification de l’expression des SOCS-1 vs. SOCS-3 a été comparée 
par rapport à l’ARN ribosomal 18S des cellules non traitées. Ces résultats 
ont d’abord été calculés en ΔΔct puis représentés sous forme de puissance 
2ΔΔct. Ces valeurs ont été calculées dans les cellules T CD8 (panneau A) et 
CD4 (panneau B) sans traitement nil (blanc) vs. stimulées avec l’IFN-β 
(noir) pour 60 minutes. * signifie p<0,05.
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L’ARNm de SOCS-3 dans les cellules non stimulées était moins exprimé et a requis 14,8 
cycles d’amplification afin d’être détecté contre uniquement 12,17 cycles suite à la 
stimulation avec l’IFN-β. Le ΔΔCT du SOCS-3 était égal à 2,13. L’augmentation en 
ARNm du SOCS-3 était aussi significative. Donc, malgré que le SOCS-3 était moins 
exprimé au niveau basal dans les cellules T CD4 comparativement au SOCS-1, une 
stimulation avec l’IFN-β a induit une augmentation équivalente des SOCS-1 et SOCS-3. Et 
ce, en respectant un intervalle de près deux cycles de différence dans chacun des cas, que 
l’on peut estimer à une augmentation de 4 à 5 fois le nombre de copies d’ARNm (22,13 et 
22,28). Dans le but de simplifier la compréhension du changement d’expression des SOCS-1 
et SOCS-3, nous avons présenté les graphes 9 A et B montrant les valeurs sous forme de 
puissances 2ΔΔct. De cette façon nous pourrions examiner et comparer le nombre de copies 
d’ARNm encodant les SOCS avant et après le traitement à l’IFN-β.   
 
Une différence majeure était décelable entre nos deux sous-types cellulaires. En fait, 
en comparant les cycles d’amplification des SOCS-1 et de SOCS-3 dans les T CD8 et CD4 
nous avons observé que les lymphocytes T CD8 exprimaient à la base moins des SOCS-1 et 
SOCS-3 que les lymphocytes T CD4. Ces derniers ont requis des cycles d’amplification de 
13,0 pour le SOCS-1 et de 14,8 pour le SOCS-3. En opposition, dans les cellules T CD8, 
l’ARNm codant pour le SOCS-1 nécessitait 14,5 cycles d’amplification alors que le SOCS-
3 a eu besoin de 16,7 cycles pour être détecté. Donc en moyenne, 1,7 cycles de PCR de plus 
ont été nécessaires pour amplifier les transcrits des SOCS-1 et SOCS-3 des cellules T CD8 
non-stimulées ce qui suggèrent qu’elles avaient environ 3,24 (21,7)  fois moins de copies 
d’ARNm (codant pour SOCS-1 et SOCS-3) que les cellules T CD4.  
 
Finalement, bien que les SOCS-1 et SOCS-3 étaient exprimés à des niveaux basaux 
différents (SOCS-3 étant moins exprimé), ces derniers ont rapidement été induits par l’IFN-
β et dans des proportions équivalentes au sein des lymphocytes T. De plus, les résultats 
suggèrent que les deux sous-types cellulaires T CD8 et CD4 répondaient avec la même 
intensité et efficacité à l’IFN-β. 
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1.1.2 Dose-réponse des SOCS-1 et SOCS-3 dans les lymphocytes T CD8 et CD4. 
         
Afin d’établir le lien entre le niveau d’induction des SOCS-1 et SOCS-3 et les 
différentes doses d’IFN-β, les lymphocytes T CD8 et CD4 ont été stimulés au temps 
optimal (60 minutes) avec quatre différentes concentrations soit; 10, 100, 1 000 et 10 000 
U/ml. Le taux d’expression en ARNm des SOCS-1 et SOCS-3 a été évalué par qRT-PCR. 
Encore une fois, les niveaux des SOCS dans les lymphocytes T ont été standardisés par 
rapport à l’ARN ribosomal 18S puis comparés par rapport au témoin positif soit les cellules 
dendritiques. Au niveau des lymphocytes T CD8 (Figure 10), l’induction des SOCS-1 et 
SOCS-3 a augmenté parallèlement à la dose d’IFN-β administrée. Toutefois, la courbe 
dose-réponse du SOCS-3 a atteint un seuil à partir de 1 000 U/ml d’IFN-β. Au-delà de cette 
valeur, l’IFN-β semblait ne plus avoir d’effet additionnel quant l’induction du SOCS-3. Le 
pic d’expression du SOCS-1 était à 10 000 U/ml alors que le pic du SOCS-3 à 1 000 U/ml. 
Par rapport aux CD, l’expression maximale des SOCS-1 et SOCS-3 a atteint une valeur 
proche de 0,6. Ainsi, aux pics d’expressions, les taux d’ARNm codant pour les SOCS-1 et 
SOCS-3 ont dépassé par six fois les niveaux basaux (0,1). Un autre point à considérer est 
que la dose minimale nécessaire pour déclencher l’augmentation des SOCS-1 et de SOCS-3 
dans les deux cas se situait à 100 U/ml d’IFN-β. Les résultats obtenus pour la courbe dose-
réponse au niveau des cellules T CD8 montraient une similarité entre les profils 
d’expression des SOCS-1 et SOCS-3. Bien qu’il n’y ait pas de fiabilité statistique au niveau 
de l’échantillonnage, il existait une certaine tendance entre les valeurs obtenues au niveau 
des cellules non stimulées vs. au pic d’expression (p= 0,09 nil vs. 10 000 U/ml pour le 
SOCS-1; et p= 0,07 nil vs. 1 000 U/ml pour le SOCS-3). Ce qui nous laisse croire qu’en 
compilant davantage de donneurs sains, ceci permettrait d’atteindre une meilleure fiabilité 
statistique.   
 
 La courbe dose-réponse des SOCS-1 et SOCS-3 obtenue pour les 
lymphocytes T CD4 avait une allure différente des cellules T CD8 et reproduisait une 
courbe de forme gaussienne (Figure 11). Encore une fois, nous remarquons que les ARNm 
codants pour les SOCS-1 et SOCS-3 commençaient à être augmentés à partir de 100 U/ml 
d’IFN-β. Leur expression a continué d’accroître de manière proportionnelle avec la 
concentration de cytokine ajoutée jusqu’à la dose de 1 000 U/ml. En fait, les niveaux 
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d’expression des SOCS avaient rechuté à 10 000 U/ml, tout en restant supérieurs aux 
valeurs basales. Par ailleurs, les résultats obtenus à 1 000 et à 10 000 U/ml montraient un 
degré de validité notable quant à l’expression des SOCS-1 et de SOCS-3 en comparaison 
aux cellules non activées. En fait, il existait une probabilité de 5% ou moins pour que la 
relation entre les variables trouvées dans nos échantillons soit une coïncidence. Ceci vient 
confirmer qu’à des doses supérieures d’IFN-β (10 000 U/ml), les cellules T CD4 
diminuaient leur expression des SOCS-1 et SOCS-3 et n’étaient plus réceptives 
contrairement aux cellules T CD8.  
En se basant sur les résultats obtenus, nous remarquons que les deux sous-types cellulaires 
T CD8 et CD4 répondaient différemment aux hautes doses d’IFN-β. Les cellules T CD8 
augmentaient leur taux des SOCS-1 et SOCS-3 proportionnellement à la dose de cytokine 
additionée. Alors que, les cellules T CD4 atteignaient leur seuil de stimulation à 1000 U/ml. 
AB
Figure 10 : Dose-réponse des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau des cellules 
T CD8 en réponse à l’IFN-β
Les cellules T CD8 ont été incubées avec quatre concentrations 
différentes d’IFN-β soit: 10, 100, 1000 et 10000 U/ml et ce, pendant 1 
heure à 37°C, comme indiqué sur l’abscisse. Après la stimulation, les 
cellules ont été récoltées afin d’extraire l’ARN. L’expression des SOCS-
1  (A) et SOCS-3 (B) a été analysée par PCR en temps réel. Les figures 
A et B représentent une compilation de résultats obtenus à partir de 3 
donneurs sains. Les cellules nil réfèrent au contrôle. Les résultats sont 
présentés par la moyenne + SEM.
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Figure 11 : Dose-réponse des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau des cellules 
T CD4 stimulées avec l’IFN- β
Les cellules T CD4 ont été incubées avec quatre concentrations 
différentes d’IFN-β soit: 10, 100, 1000 et 10000 U/ml pendant 1 heure de 
temps à 37°C, comme indiqué sur l’abscisse. Après la stimulation, les 
cellules ont été récoltées afin d’extraire l’ARN. L’expression des SOCS-1 
et SOCS-3 a été analysée par PCR en temps réel. Les figures A et B 
représentent une compilation de résultats obtenus à partir de 4 donneurs 
sains. Les cellules nil réfèrent au contrôle. Les résultats sont présentés par 
la moyenne + SEM; * signifie p<0,05, ** signifie p<0,01 comparé à nil. 
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1.2 L’exposition chronique à l’IFN-β induit uniquement le SOCS-1 de façon répétée 
 
 Dans le but d’étudier les effets d’une exposition chronique à l’IFN-β sur 
l’expression des SOCS-1 et SOCS-3, les lymphocytes T CD8 et CD4 ont été purifiés et 
stimulés d’une façon répétée; de sorte que les cellules recevaient une nouvelle dose d’IFN-
β (100 U/ml) à chaque 48 heures, et ce pendant 60 minutes de stimulation (pic d’ARNm-
section 1.1.1, p.84) avant leur récolte pour l’extraction d’ARNm. L’expression des SOCS-1 
et SOCS-3 a été évaluée au niveau de l’ARNm par qRT-PCR. Les niveaux d’expression ont 
aussi été comparés à notre gabarit, les CD.  
       
 Pour les lymphocytes T CD8 (Figure 12), une différence très notable était observée 
en comparant les portraits d’expression en ARNm des SOCS-1 et SOCS-3. Après chaque 
ajout d’IFN-β, les niveaux en ARNm du SOCS-1 ont augmenté. Plus précisément, les 
cellules non stimulées présentaient déjà un niveau basal de SOCS-1, sauf qu’après 60 
minutes de stimulation (temps optimal), l’IFN-β induisait près de cinq fois plus de SOCS-1 
(0,2 vs 0,04). Cette induction a déjà été démontrée au cours de la cinétique (Figure 6). 
Après 48 heures de stimulation sans aucun ajout additionnel d’IFN-β, les niveaux de 
SOCS-1 ont rechuté pour atteindre des valeurs minimes voire nulles (0,007) et inférieures 
aux niveaux basaux des cellules non stimulées. D’autre part, en administrant une deuxième 
dose d’IFN-β après 48 heures et ce pendant 1 heure de temps, les niveaux d’ARNm du 
SOCS-1 ont augmenté à nouveau d’une façon notable pour atteindre une valeur de 0,07. 
Ceci représente une augmentation de dix fois le nombre de copies codant pour le SOCS-1. 
Les cellules ayant reçu uniquement deux doses d’IFN-β et incubées pendant 96 heures 
montraient des niveaux de SOCS-1 pratiquement nuls (0,007). De façon opposée, les 
cellules recevant la troisième dose d’IFN-β après 96 heures, pendant 60 minutes 
d’incubation, ont subi encore une fois une hausse significative de l’ARNm codant pour le 
SOCS-1 pour parvenir à une valeur moyenne de 0,04. Donc à la troisième dose, il y a six 
fois plus de copies d’ARNm codant pour le SOCS-1 dans les cellules activées pour une 
troisième fois avec l’IFN-β que les cellules n’ayant reçu que deux doses d’IFN-β pendant 
96 heures. De façon très intéressante, après chaque ajout additionnel d’une dose égale 
d’IFN-β, l’accroissement du niveau en ARNm de SOCS-1 était statistiquement valable par 
rapport à l’échantillon correspondant n’ayant pas reçu une nouvelle dose.  
BFigure 12: Réponses des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules T CD8 suite 
à une exposition répétée à l’IFN- β
Les cellules T CD8 ont été mises en culture avec de l’IFN-β (100 U/ml) 
pendant 1 heure et ce, à chaque 48 heures comme indiqué sur l’abscisse. 
Les cellules ont été récoltées à chacun de ces intervalles. Suite à
l’extraction de l’ARN, l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 a été analysée 
par PCR en temps réel. Les figures A et B représentent une compilation 
des résultats obtenus à partir de 6 donneurs sains. Les cellules nil réfèrent 
au contrôle. Les résultats sont présentés par la moyenne + SEM; * signifie 
p<0,05, ** signifie p<0,01 comparé à l’échantillon homologue non stimulé
(nil et 1h, 48h et 48h+1h, 96h et 96h+1h)
nil 1h 48h 48h+1h 96h 96h+1h
0.0
0.1
0.2
0.3 *
nil 1h 48h 48h+1h 96h 96h+1h
0.0
0.1
0.2
0.3
*
*
SOCS-1
SOCS-3
Ex
pr
es
si
on
 re
la
tiv
e 
à
C
D
Ex
pr
es
si
on
 re
la
tiv
e 
à
C
D
**
*
A
97
                                                                                                                                                                  
 
98
Cette augmentation chronique du SOCS-1 suite à une courte stimulation avec l’IFN-β se 
manifestait de façon équivalente au niveau de tous nos différents échantillons.  
L’exposition chronique des lymphocytes T CD8 à l’IFN-β a  montré un profil d’expression 
de SOCS-3 totalement différent de celui du SOCS-1. L’IFN-β affectait très rapidement les 
cellules en induisant considérablement l’expression du SOCS-3 lors de la première 
exposition, pareillement au SOCS-1. Le degré d’expression du SOCS-3 a accédé à une 
valeur moyenne de 0,3 vs. 0,07 chez les cellules non stimulées. Ceci implique qu’il y a eu 
quatre fois plus de copies d’ARNm après la première dose d’IFN-β, de façon similaire à ce 
que nous avons observé pour le SOCS-1. Toutefois, une pareille réponse n’a pas été 
visualisée lors des ajouts subséquents d’IFN-β. Les expositions répétées à l’IFN-β  n’ont 
pas induit une nouvelle production d’ARNm codant pour le SOCS-3. Les niveaux de la 
présente molécule exprimés chez les cellules stimulées chroniquement vs. les cellules sans 
dose additionnelle étaient très similaires et quasi-nuls (0,004 maximum). De plus, le taux de 
SOCS-3 chez ces cellules était inférieur par comparaison avec le niveau basal (0,07, vs. 
0,004).  
 
L’expression des SOCS-1 et SOCS-3 par les lymphocytes T CD4 suite au contact 
répété avec l’IFN-β  (Figure 13) ressemblait au profil général obtenu au niveau des 
lymphocytes T CD8. Tous deux, les SOCS-1 et SOCS-3 ont été induits après 60 minutes de 
stimulation avec l’IFN-β. Tout comme dans les lymphocytes T CD8, l’augmentation 
répétée de SOCS-1 a été conservée et synchronisée avec les ajouts de doses additionnelles 
d’IFN-β. Après la première dose, l’échelon d’expression de SOCS-1 a atteint une valeur 
moyenne de 0,33 en comparaison avec un taux de 0,08 pour les cellules non traitées, ce qui 
démontre un accroissement de quatre fois plus de copies d’ARNm codant pour le SOCS-1. 
A la deuxième et troisième doses, les réponses des cellules T CD4 quant à la recrudescence 
du SOCS-1 étaient très similaires par rapport à la première stimulation avec l’IFN-β. Ce qui 
n’était pas le cas pour le SOCS-3, les cellules sont devenues réfractaires à des stimulations 
subséquentes d’IFN-β.  Ainsi, tout comme au niveau des cellules T CD8, le taux de SOCS-
3 était inchangé et indifférent (proche de 0,07) aux ajouts répétés d’IFN-β. Toutefois, 
malgré la grande similarité d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules T CD8 
vs. CD4 en réponse à l’IFN-β chronique, certaines différences peuvent être remarquées. 
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En comparant aux CD, les lymphocytes T CD8 répondaient un peu plus efficacement à 
l’IFN-β chronique surtout à la deuxième et troisième doses, et ce en induisant de six à dix 
fois plus de SOCS-1 que les cellules n’ayant pas reçues les doses additionnelles. Tandis 
qu’au niveau des lymphocytes T CD4, les copies d’ARNm encodant SOCS-1 ont été 
augmentées de quatre fois en moyenne aux trois ajouts d’IFN-β et ce, en comparaison avec 
les cellules sans dose supplémentaire. Un autre point à considérer est que les niveaux de 
rechute de l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules T CD4 (48 heures après 
chaque ajout), conservaient un certain niveau basal des SOCS détectables tandis que les 
cellules T CD8 exprimaient des niveaux inférieurs à ceux des cellules non-stimulées 
(niveau de base initial). Conséquemment, ces résultats suggèrent que seul le SOCS-1 serait 
induit chroniquement sous les effets répétés d’IFN-β. 
Figure 13 : Réponses des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules T CD4 
suite à une exposition répétée à l’IFN- β
Les cellules T CD4 ont été mises en culture avec l’IFN-β (100 U/ml) 
pendant 1 heure, à chaque 48 heures comme indiqué sur l’abscisse. Les 
cellules ont été récoltées à chacun de ces intervalles. Suite à l’extraction 
de l’ARN, l’expression des SOCS-1 et SOCS-3  a été analysée par PCR 
en temps réel. Les figures A et B représentent une compilation de 
résultats obtenus à partir de 6 donneurs sains. Les cellules nil réfèrent au 
contrôle. Les résultats sont présentés par la moyenne + SEM; * signifie 
p<0,05, *** signifie p<0,001 comparé à l’échantillon homologue non 
stimulé (nil et 1h, 48h et 48h+1h, 96h et 96h+1h)
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2.0 Effets de l’IL-27 sur l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 
 
2.1 L’IL-27 induit rapidement l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans les 
lymphocytes T humains. 
 
2.1.1 Cinétique d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 en réponse à l’IL-27 dans les 
lymphocytes T CD8 et CD4. 
 
 Dans le but d’examiner l’expression en ARNm des SOCS-1 et SOCS-3 dans les 
cellules T CD8 et CD4 en réponse à l’IL-27, nous avons purifié les deux sous-types 
cellulaires à partir des PBMC de donneurs sains tel que décrit précédemment. Les 
lymphocytes T ont été stimulés avec de l’IL-27 (100 ng/ml) pendant une heure ou trois 
heures de temps avant la récolte des cellules pour extraction d’ARN. L’expression des 
SOCS-1 et SOCS-3 a été évaluée au niveau de l’ARNm par PCR en temps réel. Les 
résultats obtenus ont été standardisés par rapport à l’ARN ribosomal 18S, puis comparés 
aux taux des SOCS obtenus au niveau du témoin positif soit les cellules dendritiques (CD).  
         
 Autant chez les lymphocytes T CD8 que chez les CD4 (Figures 14 A et B), nous 
avons observé un profil d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 assez comparable. Dans les 
deux sous-types cellulaires, le pic d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 était après 60 
minutes de stimulation. La rechute du taux d’ARNm était visible après 180 minutes de 
stimulation à l’IL-27. Toutefois, les niveaux des SOCS-1 et SOCS-3 restaient un peu plus 
élevés que le niveau basal. Une stimulation plus prolongée serait peut-être nécessaire pour 
observer le retour au niveau initial dans les deux sous-types lymphocytaires. En comparant 
la cinétique de l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 en réponse à l’IFN-β vs. l’IL-27, dans 
les deux cas nous avons remarqué que le temps optimal de stimulation était à 60 minutes. 
Toutefois, nous remarquons des différences entre les lymphocytes T CD8 stimulés avec 
l’IFN-β vs. l’IL-27, quant au niveau d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 après trois heures 
de stimulation. En fait, il semble que les cellules T CD8 stimulées à l’IL-27 conservaient un 
certain degré d’expression des deux molécules SOCS qui était supérieur au taux basal. Ce 
qui n’est pas le cas dans les cellules T CD8 stimulées à l’IFN-β, après trois heures de 
stimulation ces dernières avaient un niveau d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 très 
proche à celui des cellules non traitées. Par contre, après trois heures de traitement avec  
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Figure 14: Cinétique d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans les 
cellules T CD8 et CD4 en réponse  à l’IL-27
Les cellules T CD8 (figure A) et les CD4 (figure B) ont été mises en 
culture avec l’IL-27 (100 ng/ml) pendant une ou trois heures à 37°C avant 
d’être récoltées pour l’extraction de l’ARN. L’expression des SOCS-1 et 
SOCS-3 a été analysée par PCR en temps réel. Les figures A et B 
représentent une compilation de résultats obtenus à partir de 2 donneurs 
sains. Les cellules nil réfèrent au contrôle. 
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l’une ou l’autre des cytokines, les lymphocytes T CD4 semblaient maintenir une expression 
des SOCS-1 et SOCS-3 plus élevée que le niveau basal. Ces résultats suggèrent que l’IL-27 
avait un effet un peu plus durable sur les lymphocytes T CD8 en comparaison avec l’IFN-β. 
 
2.2  IL-27 induit les SOCS-1 et SOCS-3 préférentiellement dans les cellules T CD8. 
 
2.2.1 Dose-réponse des SOCS-1 et SOCS-3 dans les lymphocytes T CD8 et CD4. 
         
Afin d’étudier le niveau d’induction des SOCS-1 et SOCS-3 en fonction des 
différentes doses d’IL-27, les lymphocytes T CD8 et CD4 ont été stimulés au temps 
optimal (60 minutes) avec trois différentes concentrations; soit 10, 100 et 250 ng/ml. Les 
taux d’expression en ARNm des SOCS-1 et SOCS-3 ont été évalués par qRT-PCR et 
standardisés par rapport à l’ARN ribosomal 18S puis comparés aux cellules dendritiques, 
notre gabarit.       
    Tout d’abord, nous avons étudié l’expression différentielle du SOCS-1 en 
parallèle dans nos deux sous-types cellulaires (Figure 15 A). Dans les lymphocytes T CD8, 
l’augmentation de l’expression du SOCS-1 en réponse à l’IL-27 était induite à partir de la 
dose de 100 ng/ml, il semble que des faibles quantités de la présente cytokine soit 10 ng/ml 
n’avaient point d’effet sur les cellules T CD8. En fait, le niveau d’expression de SOCS-1 à 
cette concentration était inchangé par rapport au taux d’ARNm dans les cellules non 
stimulées (0,15). Après une stimulation avec 100 ng/ml, les lymphocytes T CD8 étaient très 
réceptifs à l’IL-27, de sorte qu’ils ont haussé la synthèse de l’ARNm codant pour le SOCS-
1 en atteignant une valeur moyenne de 0,76. Ceci montre que le traitement avec 100 ng/ml 
d’IL-27 a entraîné une accumulation d’environ cinq fois plus de copies d’ARNm encodant 
le SOCS-1, en comparaison avec les cellules non-traitées ou ayant reçu la faible dose de 10 
ng/ml. Bien qu’à 100 ng/ml l’accroissement du taux de SOCS-1 n’était pas statistiquement 
prouvé, il existait une certaine tendance à prendre en considération au niveau des valeurs 
obtenues entre les différents donneurs (p= 0,08). Donc en compilant des résultats provenant 
de davantage de donneurs on pourrait avoir une meilleure fiabilité. Quant à l’expression du 
SOCS-1 dans les cellules T CD4, nous avons remarqué que ces dernières répondaient 
moins efficacement à l’IL-27. Nous n’avons pas détecté une augmentation de SOCS-1 à 
100 ng/ml contrairement aux cellules T CD8. Toutefois, une hausse d’expression était 
AB CD8
CD4
Figure 15 : Dose-réponse des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules T CD8 
et CD4 en réponse à l’IL-27. 
Les cellules T CD8 et CD4 ont été mises en culture avec trois 
concentrations d’IL-27: 10, 100 et 250 ng/ml, pendant 1 heure à 37°C 
comme indiqué sur l’abscisse. Les cellules ont été récoltées à chacun de 
ces intervalles. Suite à l’extraction de l’ARN, l’expression des SOCS-1 
(figure A) et SOCS-3 (figure B)  a été analysée par PCR en temps réel. Ces 
deux figures représentent une compilation de résultats obtenus à partir de 4 
donneurs sains. Les cellules nil réfèrent au contrôle. Les résultats sont 
présentés par la moyenne + SEM; * signifie p<0,05, **signifie p<0,01 
comparé à nil.
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observée à 250 ng/ml (0,5) conduisant à deux fois plus d’ARNm de SOCS-1 que les 
cellules T CD4 non stimulées (0,25). Or, l’augmentation de l’expression de SOCS-1 dans 
les T CD8 restait plus prononcée que dans les cellules T CD4. 
Quant à l’expression du SOCS-3, nous avons noté un patron similaire à celui du SOCS-1 
(Figure 15 B). Dans les cellules T CD8, le taux en ARNm de SOCS-3 était augmenté 
proportionnellement à la dose d’IL-27 ajoutée, mais ce à partir de 100 ng/ml, puisqu’une 
stimulation avec 10 ng/ml n’avait pas d’impact. Donc à cette première dose efficace, le taux 
d’ARNm codant pour SOCS-3 avait égalé une valeur de 2,0; par contre les cellules non 
stimulées avaient un niveau assez faible d’ARNm atteignant un taux proche de 0,5. Ce qui 
fait que le traitement des cellules T CD8 avec 100 ng/ml d’IL-27 a majoré la quantité 
d’ARNm codant pour SOCS-3 de quatre fois. De plus, cette augmentation avait une validité 
statistique prouvant que les cellules de différents donneurs répondaient de manière 
concordante. Lorsque ces cellules avaient été traitées avec la dose la plus élevée soit 250 
ng/ml, les niveaux d’ARNm de SOCS-3 ont augmenté davantage pour parvenir à une 
valeur proche de 2,5. Ainsi, il y a eu une accumulation d’ARNm codant pour le SOCS-3 
cinq fois plus considérable par rapport aux cellules non-traitées. Ici aussi, une fiabilité 
mathématique existait entre les échantillons traités et non-traités. L’effet de l’IL-27 sur 
l’expression de SOCS-3 dans les lymphocytes T CD4 montrait une similarité à l’expression 
de SOCS-1 dans ces mêmes cellules. En fait, à 100 ng/ml une légère induction de SOCS-3 
était observable et atteignait une valeur de 0,70 vs. 0,50 pour les cellules non traitées, 
toutefois cette hausse n’avait pas un caractère significatif et pouvait être causée par les 
marges d’erreurs formées par la variabilité des réponses entre les différents donneurs. A la 
dose de 250 ng/ml d’IL-27, nous avons détecté une augmentation plus notable de SOCS-3 
(2,0) en comparaison avec la dose précédente. Sans toutefois atteindre une fiabilité 
statistique, cette dernière dose a entraîné des niveaux de SOCS-3 quatre fois plus élevés par 
rapport aux cellules non traitées. Dans les lymphocytes T CD4, une stimulation avec 250 
ng/ml induisait un taux d’ARNm codant pour le SOCS-3 équivalent à un traitement avec 
100 ng/ml dans les lymphocytes T CD8. En se basant sur les résultats de la courbe dose-
réponse à l’IL-27, nous concluons que les lymphocytes T CD8 répondaient plus 
efficacement en déclenchant l’induction des SOCS-1 et de SOCS-3 à partir de 100 ng/ml 
d’IL-27. Alors que pour les lymphocytes T CD4, des doses plus importantes d’IL-27 étaient 
nécessaires pour permettre une augmentation décelable de l’expression des SOCS-1 et 
SOCS-3.    
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2.3 Comparaison de l’effet de l’IL-27 sur l’expression des SOCS par les cellules T 
 
 
 Nous avons pu comparer simultanément l’expression d’une même molécule dans les 
lymphocytes T CD8 et dans les CD4 et ce par rapport au CD.  Mais dans le but de 
comparer l’effet de l’IL-27 sur les SOCS-1 et SOCS-3, nous avons calculé les ΔΔCT de 
chacune de ces molécules au niveau des cellules non traitées et de celles qui ont été 
stimulées avec 250 ng/ml d’IL-27 ce qui est le plus significatif. Nous avons utilisé la même 
formule employée pour étudier l’effet de l’IFN-β (section 1.1.1, p.84). Rappelons que ce 
calcul est nécessaire pour comparer les deux molécules SOCS côte à côte par rapport au 
gène contrôle 18S et non au gabarit de CD, puisqu’elles ont des niveaux basaux différents.  
  
 Pour le SOCS-1, les cellules T CD8 non stimulées avaient besoin en moyenne de 12,3 
cycles d’amplification supplémentaires par rapport au 18S, par contre ces cellules traitées 
avec l’IL-27 avaient uniquement recours à 9,95 cycles d’amplification, donc un ΔΔCT= 
2,35 a été obtenu, une différence montrant une validité statistique (Figure 16 A). Nous 
remarquons une augmentation moyenne du nombre de copies d’ARNm de 5 fois (22,35) 
dans les lymphocytes T CD8 traités. Ces résultats ont été présenté aussi sous forme de 
puissance (2ΔΔct) pour montrer l’augmentation en ARNm par rapport aux cellules non 
traitées (Figure 17 A). Ici aussi il y avait une fiabilité statistique, ce qui vient prouver 
davantage nos résultats. Quant à l’expression de SOCS-3, nous remarquons une 
augmentation moyenne proche de six fois le nombre de copies d’ARNm, ce qui très 
similaire au SOCS-1. Les échantillons de cellules T CD8 non traitées avaient nécessité 14,0 
cycles de plus que le 18S pour être détectée. Alors que le nombre de cycle chutait 
notablement jusqu’à 11,2 cycles pour visualiser le SOCS-3 dans les cellules stimulées avec 
250 ng/ml d’IL-27. Ce qui aboutit à un ΔΔCT= 2,8 semblable à celui de SOCS-1 (Figure 16 
A). Ceci suggère que l’IL-27 agissait avec la même efficacité sur les SOCS-1 et SOCS-3 
dans les cellules T CD8. A la figure 17 A, nous observons une représentation inversée de la 
figure 16 A, indiquant une augmentation significative de SOCS-3 dans les cellules 
stimulées. 
  
 Au niveau des cellules T CD4 (Figure 16 B) une large différence est à notée en 
comparaison avec les cellules T CD8; le nombre de copies codant pour SOCS-1 a été 
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augmenté uniquement de deux fois dans les cellules traitées à l’IL-27 vs. celles sans 
traitement. Ces dernières nécessitaient 12,2 cycles de plus que le gène 18S pour la 
détection de SOCS-1 en ARNm, alors que les échantillons de cellules T CD4 stimulées 
avec l’IL-27 avaient besoin de 11,27 cycles. Ceci se traduisait par un ΔΔCT= 0,93. Le 
ΔΔCT de SOCS-3 dans les lymphocytes T CD4 était aussi faible que celui de SOCS-1. Sans 
ajout d’IL-27, les cellules contrôles avaient requis 12,40 cycles d’amplification pour 
détecter l’ARNm de SOCS-3. Une diminution minime a été enregistrée chez les cellules T 
CD4 stimulées avec l’IL-27, en atteignant un nombre de cycles égal à 11,20. Ceci a abouti 
à un ΔΔCT= 1,25, donc il s’agit aussi d’une augmentation double (21,25) (Figure 16 B et 17 
B). L’IL-27 induisait une augmentation similaire des SOCS-1 et SOCS-3 (entre 1,5 et 2) 
dans un même sous-type cellulaire. De plus, encore une fois nous prouvons que les cellules 
T CD8 répondaient plus efficacement à l’IL-27 que les CD4. Notons qu’à la figure 17, 
l’augmentation en ARNm est légèrement différente par rapport aux valeurs ΔΔct moyennes 
calculés à la figure 16 puisqu’il s’agit de données brutes compilées ensemble tenant compte 
des barres d’erreurs entres les donneurs. Toutefois cette différence minime n’était pas 
considérable. 
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Figure 16 : Comparaison des ΔΔct des SOCS-1 et SOCS-3 dans les 
cellules T CD8 vs T CD4 en réponse à l’IL-27
L’expression des SOCS-1 vs. SOCS-3 a été comparée par rapport a 
l’ARN ribosomal 18S et non aux CD. Ces résultats sont représentés sous 
forme de ΔΔct. Les valeurs ΔΔct ont été calculées dans les cellules T 
CD8 et T CD4 sans traitement (nil) vs. celles qui ont été stimulées avec 
IL-27 pour 60 minutes. ***signifie <0.001
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Figure 17: Comparaison des 2ΔΔct des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules 
T CD8 et CD4 en réponse à l’IL-27
L’amplification de l’expression des SOCS-1 vs. SOCS-3 a été comparée 
par rapport à l’ARN ribosomal 18S des cellules non traitées. Ces résultats 
ont d’abord été calculés en ΔΔct puis représentés sous forme de puissance 
2ΔΔct. Ces valeurs ont été étudiées dans les cellules T CD8 (panneau A) et 
CD4 (panneau B) sans traitement nil vs. stimulées avec l’IL-27 pour 60 
minutes. ***signifie p<0,001. 
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2.4 Comparaison des effets de l’IFN-β et de l’IL-27 sur les lymphocytes T. 
 
En se basant sur les valeurs obtenues au niveau des ΔΔCt, nous avons pu comparer 
les effets de l’IFN-β et de l’IL-27 sur l’expression en ARNm des SOCS-1 et SOCS-3 par 
les cellules T CD8 et CD4. Nous avons démontré que l’IFN-β avait un impact équivalent 
sur nos deux-types cellulaires de même que sur les deux transcrits de SOCS. Dans les 
cellules T CD8, le SOCS-1 avait un ΔΔCt = 2,52 alors qu’au niveau des cellules T CD4 le 
ΔΔCt pour la même molécule était de 2,28. Quant au degré d’expression du SOCS-3 dans 
les cellules T CD8, il atteignait un ΔΔCt = 2,56 vs. 2,13 dans les cellules T CD4. Donc, ces 
résultats suggèrent que l’IFN-β a agi avec une intensité équipollente sur les cellules T CD8 
et CD4 ainsi que sur nos deux molécules SOCS. Par contre, l’IL-27 avait un effet plus 
important sur les SOCS-1 et SOCS-3 préférentiellement dans les cellules T CD8 en 
atteignant des ΔΔCt de 2,35 et 2,81 respectivement. En contre partie, dans les cellules T 
CD4, les SOCS-1 et SOCS-3 semblaient moins influencés par l’IL-27 en marquant des 
ΔΔCt assez faibles de 0,93 et 1,25 respectivement (moyenne =1,1). Afin d’évaluer en 
parallèle l’impact des deux cytokines l’IFN-β et l’IL-27 à la fois dans une même cellule et 
sur le même transcrit de SOCS nous avons comparé toutes les valeurs de ΔΔCt (voir 
Tableau 8). Nous avons remarqué que l’IFN-β en plus d’avoir un même impact sur les T 
CD8 et CD4 et leur transcrits correspondants, il semblait avoir un effet similaire et quasi-
identique quant à l’influence de l’IL-27 sur les cellules T CD8 uniquement, en ayant tous 
des ΔΔCt très rapprochés. Leur valeur moyenne était de 2,44; ceci suggère une 
augmentation en ARNm de plus de quatre fois (22,44) pour les SOCS. Par contre, l’IL-27 a 
induit une augmentation d’expression uniquement de deux fois pour les deux molécules 
dans les cellules T CD4 (21.1). Donc, l’IL-27 et l’IFN-β agissaient avec la même puissance 
sur les T CD8 mais pas sur les T CD4; l’IL-27 semble avoir eu moins d’effet sur les 
cellules T CD4 en comparaison avec celles qui ont été stimulées avec l’IFN-β. 
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Tableau 8: Effets de chacune des cytokines IFN-β et IL-27 sur les cellules T. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Légende : Tableau démontrant les effets de chacune des cytokines: IFN-β et IL-27 sur 
l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 par les cellules T CD8 et CD4 selon les ΔΔCT (en 
ARNm) . +++ : effet élevé; + : effet faible. Les ΔΔct ont été calculés par rapport au gène 
contrôle 18S. (Il s’agit de quatres donneurs pour chacun des cas). 
 
 
Cytokine             Cellules T       ΔΔCT (SOCS-1)       ΔΔCT (SOCS-3)          Effet 
 
                               Τ CD8                      2,52                      2,56                         +++ 
    IFN-β        
                               T CD4                      2,28                       2,13                        +++ 
  
                                T CD8                     2,35                      2,81                        +++ 
     IL-27                 T CD4                     0,93                      1,25                           + 
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3.0 IFN-β et IL-27 induisent SOCS-1 et SOCS-3 au niveau protéique dans les 
lymphocytes T humains 
 
 Nos résultats précédents ont démontré que l’IFN-β et l’IL-27 ont pu induire les 
SOCS-1 et SOCS-3 au niveau de l’ARNm dans les lymphocytes T. Dans le but de prouver 
aussi une induction au niveau protéique, nous avons stimulé des PBMC de donneurs sains 
avec chacune des cytokines et nous avons quantifié l’expression des SOCS par 
immunocytochimie. L’expression des SOCS-1 et SOCS-3 a été étudié au niveau des 
lymphocytes T CD8 et CD4. Notons que nous avons essayé de détecter les protéines 
SOCS-1 et SOCS-3 par la technique d’immunobuvardage de type Western. Toutefois, ces 
tentatives ont été sans succès malgré les nombreuses optimisations auxquelles nous avons 
eu recours; telles l’utilisation de différents anticorps primaires (polyclonaux et 
monoclonaux), l’augmentation du temps de blocage de la membrane pour empêcher le bruit 
de fond (lait 5%+ PBS), une prolongation de la période d’incubation avec les anticorps 
primaires (quelques heures ou toute la nuit), différentes lignées cellulaires ont été mises à 
l’essaie telles que les cellules immortalisées A549 et Ramos, les cellules dendritiques et les 
lymphocytes T. Nous avons aussi testé divers tampons de lyse cellulaire déjà utilisés par 
des collègues et qui avaient bien fonctionné pour d’autres protéines. De plus, nous avons 
remplacé le produit de détection par chimioluminescence (ECL) par un autre plus 
performant et plus sensible (ECL plus), mais sans succès. C’est pourquoi nous avons opté 
pour une approche par immunocytochimie déjà réalisée pour la détection des SOCS-1 et 
SOCS-3 dans des cellules humaines (Isomaki et al., 2007). 
 
  En appliquant la technique d’immunocytochimie, nous avons bel et bien pu 
visualiser les SOCS au niveau protéique dans les cellules lymphocytaires. Pour ce faire, les 
PBMC de deux donneurs sains ont été stimulées ou non pendant trois heures de temps avec 
250 ng/ml d’IL-27 ou avec 1 000 U/ml d’IFN-β. Nous avons pris des photos de cinq 
champs distincts pour chacun des SOCS-1 ou SOCS-3 avec les marquages CD4 ou CD8. 
Des champs de microscopie représentatifs sont illustrés aux figures 18 et 19. Un champ 
représentatif de lymphocytes T CD4 stimulés avec l’IFN-β (première rangée) ou avec l’IL-
27 (deuxième rangée) exprimant les protéines SOCS-1 à été présenté (Figure 18). A la 
figure 19, nous pouvons détecter l’expression des SOCS-3 dans les lymphocytes T CD8 
stimulés avec l’une ou l’autre des cytokines. Les marquages complémentaires (SOCS-3 et 
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CD4 ou SOCS-1 et CD8) étaient similaires. Les témoins isotypiques ont bel et bien 
démontré la spécificité de nos anticorps car aucun signal n’était détecté pour les deux 
fluorochromes (FITC ou Cy3). Nous avons compté le nombre de cellules exprimant CD8 
ou CD4 et étant positive ou non pour le SOCS-1 ou SOCS-3 pour chacun des champs. Les 
résultats d’un donneur sont présentés aux tableaux 9, 10, 11 et 12 pour les valeurs (en %) 
de cellules positives pour SOCS-1/SOCS-3 dans cinq champs représentatifs provenant d’un 
seul donneur.  
Dans les cellules T CD8 (Figure 20 A), les deux cytokines ont augmenté 
notablement la proportion de cellules exprimant les protéines des SOCS-1 et SOCS-3. 
Environ 48% de ces cellules non-stimulées exprimaient le SOCS-1. Suite à la stimulation 
avec l’IFN-β (1 000 U/ml), nous avons observé une augmentation pour atteindre une valeur 
de 90% des cellules positives pour SOCS-1, soit à peu près deux fois plus de cellules qui 
exprimaient des niveaux détectables de protéines que les cellules non stimulées. Toutefois, 
le SOCS-3 était moins exprimé que le SOCS-1 dans les cellules non traitées, ce qui a aussi 
été observé au niveau de l’ARNm, ceci suggère une corrélation entre l’expression protéique 
et l’expression en ARNm. Trente pourcent (30%) des cellules sans traitement exprimaient 
le SOCS-3 alors que cette proportion a grimpé à 80% lorsqu’elles étaient stimulées avec 
l’IFN-β, ce qui signifie qu’il y a eu une augmentation de 2,6 fois de cellules exprimant la 
protéine SOCS-3. L’IL-27 a été aussi efficace que l’IFN-β; les cellules stimulées ont 
atteints des niveaux de 80 % et 70% exprimant des niveaux détectables pour les SOCS-1 et 
SOCS-3 respectivemment. 
 Au niveau des cellules T CD4 (Figure 20 B), nous avons observé un profil 
semblable et qui concordait avec les résultats en ARNm. Suite à la stimulation avec l’IFN-
β, les taux protéiques des SOCS-1 et SOCS-3 ont tous les deux marqué une valeur proche 
de 80% en comparaison avec 45% et 30% des cellules non stimulées. Ce qui entraînait donc 
une augmentation à peu près du double des cellules qui exprimaient des niveaux détectables 
de ces protéines. Quant à l’influence par l’IL-27, les protéines SOCS-1 et SOCS-3 ont subi 
une induction moins notable qu’avec l’IFN-β. Les quantités moyennes de SOCS-1 ont été 
augmentées de 1,3 fois; 65% des cellules stimulées comparativement à 50% pour les 
cellules non stimulées. L’expression de SOCS-3 a été induite avec un facteur de 1,8 fois : 
74% des cellules stimulées étaient positives contre 40% des cellules contrôles. Ceci semble 
bien concorder avec nos résultats en ARNm (voir section 2.2). Même à la plus haute dose 
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utilisée, l’IL-27 (250 ng/ml) avait induit les protéines SOCS-1 et SOCS-3 de manière 
préférentielle dans les lymphocytes T CD8. Toutefois dans les cellules T CD4, SOCS-3 a 
été légèrement mieux augmenté par rapport au SOCS-1.  
 
 
CD4 SOCS-1 Superposition d’images
IFN-β
IL-27
Isotype
Figure 18: Visualisation de l’expression protéique du SOCS-1 dans les lymphocytes T CD4 en réponse à l’IFN-β et l’IL-27
Les PBMC ont été traitées avec l’IFN-β (1 000 U/ml- rangée du haut) ou l’IL-27 (250 ng/ml-rangée du bas) pendant trois 
heures puis mises sur lames, fixées et marquées pour le CD4 et le SOCS-1. Un champ représentatif de microscopie pour 
chacune des conditions est illustré. Le marquage pour le CD4 a été observé en vert, celui du SOCS-1 en rouge et les noyaux 
ont été marqués au Hoechst (bleu). L’isotype a été ajouté pour démontrer la spécificité du marquage (à gauche). Les flèches 
vertes dans les panneaux de droite (images superposées) indiquent des exemples de cellules qui sont à la fois positives pour le 
marqueur CD4 et le SOCS-1. (Images prises à un grossissement de 400X).
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CD8 SOCS-3
IFN-β
IL-27
Superposition d’images
Isotype
Figure 19: Visualisation de l’expression protéique du SOCS-3 dans les lymphocytes T CD8 en réponse à l’IFN-β et l’IL-27
Les PBMC ont été traitées avec l’IFN-β (1 000 U/ml- rangée du haut) ou l’IL-27 (250 ng/ml-rangée du bas) pendant trois 
heures puis mises sur lames, fixées et marquées pour le CD8 et le SOCS-3. Un champ représentatif de microscopie pour 
chacune des conditions est illustré. Le marquage pour le CD8 a été observé en vert, celui du SOCS-3 en rouge et les noyaux ont 
été marqués au Hoechst (bleu). L’isotype a été ajouté pour démontrer la spécificité du marquage (à gauche). Les flèches vertes 
dans les panneaux de droite (images superposées) indiquent des exemples de cellules qui sont à la fois positives pour le 
marqueur CD8 et le SOCS-3. (Images prises à 400X)
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Tableau 9: Expression protéique de SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules T CD8 en 
réponse à l’IFN-β.  
 
 
Tableau 10: Tableau de comparaison des cellules T CD8 exprimant SOCS-1/SOCS-3 en 
réponse avec l’IL-27 
 Non-traitées  Traitées IFN-β Non-traitées  Traitées IFN-β 
  CD8+ CD8+ 
SOCS1+ 
CD8+ CD8+ 
SOCS1+ 
CD8+ CD8+ 
SOCS3+ 
CD8+ CD8+ 
SOCS3+ 
Champ 1 10 4 5 5 7 4 9 8 
Champ 2 6 3 5 5 10 5 11 10 
Champ 3 8 5 8 6 13 7 5 5 
Champ 4 8 4 9 7 5 3 7 7 
Champ 5 15 7 13 11 11 3 13 11 
Total  47 23 40 34 46   22  45 41  
 
Pourcen
-tage 
  
49 
  
85 
  
48 
  
91 
 Non-traitées  Traitées IL-27 Non-traitées  Traitées Il-27 
  CD8+ CD8+ 
SOCS1+ 
CD8+ CD8+ 
SOCS1+ 
CD8+ CD8+ 
SOCS3+ 
CD8+ CD8+ 
SOCS3+ 
Champ 1 12 5 10 10 8 3 9 8 
Champ 2 7 4 7 6 12 4 17 15 
Champ 3 5 3 12 10 7 3 5 5 
Champ 4 11 4 9 7 5 3 9 7 
Champ 5 15 7 16 15 13 7 10 10 
Total  50 23 54 48 45   20  50 45 
 
Pourcen
-tage 
  
46 
  
89 
  
44 
  
90 
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Tableau 11: Tableau comparatif des cellules T CD4 exprimant SOCS-1/SOCS-3 en 
réponse avec l’IFN-β 
 
Tableau 12: Tableau de comparaison des cellules T CD4 exprimant SOCS-1/SOCS-3 en 
réponse à l’IL-27 
 
 Non-traitées  Traitées IFN-β Non-traitées  Traitées IFN-β 
  CD4+ CD4+ 
SOCS1+ 
CD4+ CD4+ 
SOCS1+ 
CD4+ CD4+ 
SOCS3+ 
CD4+ CD4+ 
SOCS3+ 
Champ 1 20 10 21 20 26 19 24 22 
Champ 2 12 3 14 12 10 5 11 10 
Champ 3 22 15 13 11 16 6 14 14 
Champ 4 16 10 9 8 10 4 7 7 
Champ 5 13 7 15 14 14 5 12 11 
Total  81 45 72 65 76   39  68 64  
 
Pourcen
-tage 
  
55 
  
90 
  
51 
  
94 
 Non-traitées  Traitées IL-27 Non-traitées  Traitées Il-27 
  CD4+ CD4+ 
SOCS1+ 
CD4+ CD4+ 
SOCS1+ 
CD4+ CD4+ 
SOCS3+ 
CD4+ CD4+ 
SOCS3+ 
Champ 1 15 9 7 5 23 17 12 8 
Champ 2 6 3 18 5 10 5 25 20 
Champ 3 10 5 8 6 10 7 13 10 
Champ 4 20 11 22 19 12 4 7 4 
Champ 5 17 7 13 11 20 7 10 6 
Total  68 36 68 34 75  40  67 48  
 
Pourcen
-tage 
  
53 
  
50 
  
53 
  
72 
SOCS-1
SOCS-3
A
B
nil IFN-β IL-27
nil IFN-β IL-27
Figure 20: Expression des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau protéique
Des PBMC ont été mises en culture avec l’IFN-β (1 000 U/ml) ou l’IL-27 
(250 ng/ml) ou gardées sans traitement, pendant 3 heures à 37°C (sur 
l’abscisse). Les cellules ont été récoltées à chacun de ces intervalles. 
L’expression des SOCS-1 et SOCS-3 a été quantifiée par 
immunocytochimie spécifiquement dans les lymphocytes T CD8 (figure 
A) et CD4 (figure B). Les deux figures représentent une compilation de 
résultats de cinq champs obtenus à partir de 2 donneurs sains. Les cellules 
nil réfèrent au contrôle. 
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DISCUSSION 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                  
 
121
Une protection immunitaire efficace consiste en une communication adéquate entre 
les différentes composantes du système immunitaire. Vu leurs larges spectres d’activités, 
les cytokines sont des médiateurs essentiels permettant d’assurer un processus harmonieux 
entre les acteurs de la branche innée et ceux de la branche adaptative de ce système 
complexe. Donc, les cytokines jouent un rôle crucial et clé permettant au système 
immunitaire de proportionner sa riposte en cas d’agression. Toutefois, une défaillance au 
niveau de la production et/ou de l’activité des cytokines contribue à plusieurs pathologies 
dont les maladies auto-immunes. La régulation positive des cytokines est assurée, 
principalement, par les voies JAK-STAT. Toutefois les mécanismes de contrôles négatifs 
ont été moins étudiés jusqu’à maintenant.   
 La famille des SOCS (‘Suppressors Of Cytokine Signalling’), récemment 
découverte, regroupe des protéines intracellulaires douées pour contrôler l’impact des 
cytokines, en agissant comme régulateurs négatifs de différentes cascades de signalisation 
activées, dont la plus importante est la voie JAK-STAT. Plusieurs études ont montré 
l’importance de ces molécules, particulièrement les SOCS-1 et SOCS-3 dans le maintien de 
l’intégrité du système immunitaire. Une déficience pour un de ces gènes chez les souris a 
entraîné diverses complications. Toutefois, très peu d’informations sont disponibles quant à 
l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 par les lymphocytes T humains.  
 L’IFN-β et l’IL-27 sont deux cytokines qui ont un impact élevé sur le système 
immunitaire. L’IFN-β fait partie de la famille des IFN de type I et est spécialisé dans la 
protection antivirale, de plus, cette cytokine joue un rôle fondamental pour favoriser la 
communication adéquate entre l’immunité innée et adaptative (Muller et al., 1994). L’IFN-
β est impliqué dans le développement de différents types cellulaires tels les CD et les 
macrophages, ajoutons son influence indispensable sur le fonctionnement des lymphocytes 
T, B et les cellules NK (Vosslamber et al., 2009). Quant à l’IL-27, cette cytokine est 
caractérisée par son aspect pléïotropique sur le système immunitaire. Certaines études ont 
mis l’accent sur ses attributs pro-inflammatoires en démontrant son implication dans la 
polarisation des cellules T en profil Th1 (Lucas et al., 2003; Larousserie et al., 2004). En 
plus de ces caractéristiques, l’IFN-β et l’IL-27 ont un potentiel immunorégulateur, qui 
semble être prometteur dans plusieurs maladies auto-immunes et qui nécessite une 
meilleure élucidation. Dans plusieurs contextes, ces cytokines jouent un rôle anti-
inflammatoire et protègent des modèles animaux contre l’apparition et/ou la progression de 
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certaines maladies auto-immunes telle que l’EAE. Quelques études ont associé l’IFN-β et 
l’IL-27 à une amélioration des capacités cellulaires à l’inhibition des médiateurs pro-
inflammatoires. Toutefois, ces mécanismes demeurent faiblement élucidés. De manière 
intéressante, certains groupes ont établi des liens probables entre l’action de ces deux 
cytokines et l’induction des SOCS-1 et SOCS-3, sauf que ces informations sont très 
restreintes et limitées aux lignées cellulaires ou aux modèles animaux. 
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1.0  L’IFN-β et l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules T humaines 
 
1.1 Exposition aigüe à l’IFN-β 
 
1.1.1 L’expression des SOCS-1 et SOCS-3 varie selon le sous-type lymphocytaire  
 
Afin d’étudier l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans les lymphocytes T CD8 et 
CD4 en réponse à l’IFN-β, nous nous sommes basés sur les informations de la littérature, 
certaines études ont tracé des pistes préliminaires en fournissant plusieurs paramètres clés. 
Un groupe a déjà démontré que les transcrits des deux SOCS ont été induits suite à une 
stimulation avec l’IFN-α (Zimmerer et al., 2007). Rappelons que, l’IFN-α et -β partagent 
plusieurs caractéristiques et se lient au même récepteur qui est formé des sous-unités 
IFNAR-1 et IFNAR-2. De plus, l’IFN-α et -β empruntent la même cascade de signalisation 
pour transmettre le message soit, en activant les molécules JAK1 et TYK2, puis elles 
induisent la phosphorylation principalement des STAT1 et STAT2 qui vont se transloquer 
dans le noyau et se lier aux gènes spécifiques (ISG/ GAS) (Yeh and Pellegrini, 1999). De 
manière interéssante, Zimmerer et collègues ont démontré que les ARNm codants pour les 
SOCS-1 et SOCS-3 ont été induits dans des PBMC humains de donneurs sains suite à une 
stimulation avec l’IFN-α (utilisé pour le traitement des mélanomes et des infections 
chroniques du virus hépatite C). De plus, ce même groupe a observé une induction des 
SOCS-1 et SOCS-3 en ARNm dans des lymphocytes T humains et des cellules NK en 
réponse à l’IFN-α. Ils ont effectué une cinétique d’activation avec une dose élevée de 104 
U/ml d’IFN-α; les cellules T ont été stimulées selon un intervalle variant entre une heure et 
quatre heures (Zimmerer et al., 2007). L’induction en ARNm était rapide; pour le SOCS-1 
le pic d’expression était après quatres heures tandis que le SOCS-3 a atteint son taux 
maximal après deux heures de stimulation. Les PBMC semblent répondre plus rapidement 
soit un pic du SOCS-1 après deux heures vs. une heure pour SOCS-3. Une autre étude 
récente a aussi servi de référence, cette dernière était axée sur l’induction des SOCS-1 et 
SOCS-3 mais cette fois-ci en réponse à l’IFN-β dans une lignée primaire d’astrocytes de 
souris (Qin et al., 2008). Ces auteurs ont démontré qu’avec une dose plus faible que l’étude 
précédente, égale à 100 U/ml d’IFN-β, les ARNm codant pour les SOCS-1 et SOCS-3 ont 
aussi été induits rapidement après 30 minutes de stimulation. Ils ont pu atteindre des taux 
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élevés en ARNm après quatre et deux heures respectivement, puis diminuent au niveau 
basal. Ce qui est très constant avec les observations du groupe précédent. 
 
Comme déjà mentionné, l’IFN-β agit comme immunorégulateur capable de moduler 
les réponses inflammatoires au niveau du système immunitaire. Les mécanismes qui 
participent à cette modulation demeurent moins bien élucidés. Ainsi dans le but de 
déterminer si l’IFN-β est capable d’affecter le potentiel anti-inflammatoire des lymphocytes 
T humains en augmentant les SOCS-1 et SOCS-3, nous avons commencé par étudier son 
effet sur l’expression en ARNm de nos deux transcrits. Ainsi à la lueur des données de la 
littérature, nous avons établi une cinétique des SOCS-1 et SOCS-3 en réponse à une dose 
de 103 U/ml d’IFN-β, jugée suffisante pour l’induction. Selon la première étude, cette 
concentration a induit des niveaux assez significatifs des SOCS-1 et SOCS-3. Les 
lymphocytes T CD8 et CD4 provenant de donneurs sains ont donc été stimulés pendant 30, 
60, 120 et 180 et 240 minutes avec l’IFN-β. Ici aussi, nous avons remarqué la rapidité 
d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 déjà après 30 minutes dans les deux sous-types 
cellulaires. Nous avons observé dans les lymphocytes T CD8 des résultats homogènes entre 
les différents donneurs (Figures 6 A et B) autant pour les SOCS-1 et SOCS-3, avec un pic 
d’expression après 60 minutes seulement, suivi d’une rechute permettant aux transcrits de 
revenir au niveau initial et ce, après trois à quatre heures de stimulation. Par contre, les 
lymphocytes T CD4 (Figures 7 A et B) ont montré une réponse des SOCS-1 et SOCS-3 en 
plateau qui s’étendait environ entre 30 et 180 minutes puis une rechute décalée par rapport 
aux lymphocytes T CD8. Les cinétiques que nous avons obtenues respectent les intervalles 
d’expression des SOCS-1 et SOCS-3 publiés dans la littérature, mais nos pics d’expression 
étaient plus rapides que ce que les autres ont rapporté. Nous avons aussi montré que dans 
les cellules non stimulées les niveaux des transcrits des SOCS étaient très bas mais 
rapidement augmentés après la stimulation avec l’IFN-β, ce qui a été démontré dans des 
lignées immortalisées, des lymphocytes T et des macrophages de souris (Crespo et al., 
2000; Krebs and Hilton, 2000; Hebenstreit et al., 2005).   
 
De manière intéressante, il semble que nos deux sous-types lymphocytaires 
présentaient des profils de cinétique différents; les lymphocytes T CD4 ont paru plus 
sensibles à l’IFN-β, puisqu’elles exprimaient les SOCS-1 et SOCS-3 pendant un intervalle 
                                                                                                                                                                  
 
125
de temps plus long en comparaison avec les lymphocytes T CD8. Alors que ces derniers ont 
montré une diminution rapide du niveau des transcrits déjà après deux heures de 
stimulation. Il est possible que ces observations s’expliquent par des niveaux plus élevés du 
récepteur de l’IFN-β par les cellules T CD4 comparativement à leurs homologues les CD8. 
Toutefois, dans la littérature, il existe très peu d’études comparatives sur le niveau 
d’expression des sous-unités de ce récepteur chez divers types cellulaires et 
particulièrement les sous-types lymphocytaires. Dans une récente étude, il a été démontré 
que le récepteur des IFN de type I est exprimé en densité élevée sur les PBMC humains. 
L’IFNAR est aussi observé à la surface de la majorité des lymphocytes T soit les cellules T 
CD8 et CD4. Mais leur niveau d’expression du récepteur des IFNs de type I est assez bas, il 
est toutefois détectable (Pogue et al., 2004). Ces auteurs n’avaient pas décelé une différence 
notable des taux d’IFNAR-1 et IFNAR-2 (en protéines) entre les deux types lymphocytaires 
T CD4 et CD8. Donc notre hypothèse suggèrant que les cellules T CD4 expriment 
davantage des récepteurs à l’IFN-β ne peut expliquer la cinétique des SOCS en plateau 
dans ces cellules.  
 
Les processus de circulation intracellulaire des sous-unités de l’IFNAR et leur 
acheminement à la surface des cellules demeurent aussi faiblement élucidés. Il a été 
démontré, dans des cellules humaines de fibrosarcomes, que TYK2 (membre de la famille 
JAK) étant constitutivement lié à la sous-unité IFNAR-1, était responsable d’assurer une 
affinité élevée du récepteur et de soutenir son expression à la surface cellulaire (Gauzzi et 
al., 1996). De plus, une étude plus récente a prouvé ceci au niveau de cellules transfectées, 
de sorte que dans les cellules déficientes en TYK2, les sous-unités IFNAR-1 étaient 
localisées dans des compartiments endosomaux périnucléaires. Alors qu’en présence de 
TYK2, les niveaux d’IFNAR-1 étaient notablement augmentés à la surface cellulaire. 
TYK2 avait protégé les IFNAR-1 contre l’internalisation et la dégradation (Ragimbeau et 
al., 2003). Il serait interéssant de quantifier la distribution de cette sous-unité à la surface 
des lymphocytes T CD8 vs. CD4 à différents intervalles de temps, ce qui pourrait en partie 
expliquer la sensibilité plus prolongée des cellules T CD4 à l’IFN-β. En parallèle, on 
pourrait aussi mesurer et comparer la phosphorylation de TYK2 dans les deux types 
cellulaires. D’autre part, nous avons mentionné plus tôt (section 4.2, p.52) qu’il existe trois 
formes de la chaîne IFNAR-2 soit IFNAR-2a, IFNAR-2b, et IFNAR-2c (Mogensen et al., 
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1999; Taniguchi et al., 2007). L’IFNAR-2c semble être le plus impliqué dans cascade 
déclenchée par les IFN-α/β, en revanche les formes IFNAR-2a et IFNAR-2b ont été 
impliquées dans la suppression de la signalisation de ces IFNs de type I (Pfeffer et al., 
1997). Il est possible que les cellules T CD8 possèdent un taux d’IFNAR-2a et IFNAR-2b 
plus élevé que les cellules T CD4 et qui ont la capacité d’interférer davantage avec la 
signalisation induite par l’IFN-β, donc ceci pourrait peut-être aboutir à une expression des 
SOCS-1 et SOCS-3 pendant un temps plus court dans ces cellules. La quantification de 
l’expression des IFNAR-2a et IFNAR-2b pourrait aussi contribuer à l’explication de nos 
observations. 
 
 
1.1.2 Efficacité équivalente de l’IFN-β sur les SOCS-1 et SOCS-3 
 
Au pic d’expression (60 minutes), nous avons démontré que l’IFN-β a agi avec une 
intensité très similaire sur les SOCS-1 et SOCS-3 et ce, dans les deux sous-types 
lymphocytaires (Figures 8 et 9). L’impact équivalent de l’IFN-β sur une même molécule 
SOCS dans les deux types de cellules T suggère que les taux d’IFNAR sont similaires à ce 
moment. Ce qui n’est pas le cas avec des stimulations plus prolongées. De plus, à 60 
minutes, la signalisation induite pourrait aboutir à la formation d’un nombre de dimères 
STAT1-STAT2 à peu près égal, ce qui conduirait alors à une induction de SOCS-1 ou de 
SOCS-3 équivalente dans chacune des cellules T (pour SOCS-1 : ΔΔCt = 2,52 (CD8) vs. 
2,28 (CD4); pour SOCS-3 : ΔΔCt = 2,56 (CD8) vs. 2,13  (CD4)). Le complexe STAT1-
STAT2 est formé de manière restreinte en réponse aux IFNs de type I (Fu et al., 1990). Il 
s’associe à p48/IRF-9 pour former le complexe ISGF3. Ainsi, une fois transloqué dans le 
noyau, le complexe se lie préférentiellement à des ISGs (‘IFN Stimulated Genes’) 
contenant des éléments amplificateurs tel que les ISRE (‘IFN Stimulated Response 
Element’) conservés sur les promoteurs de plusieurs gènes dont les SOCS-1 et SOCS-3. 
Outre mesurer les niveaux d’IFNAR à la surface des T CD8 vs. CD4 après 60 minutes de 
stimulation, il serait aussi intéressant de quantifier en parallèle le nombre de complexes 
ISGF3 formés dans les deux types cellulaires. En plus d’avoir un effet équipollent sur un 
même transcript de SOCS dans deux types de cellules différentes, une exposition aigüe à 
l’IFN-β a agi pareillement sur les deux molécules SOCS distinctes (Figures 8 et 9). Ceci a 
d’ailleurs été démontré dans des PBMC humains et dans des lymphocytes T totaux 
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(Brender et al., 2001; Zimmerer et al., 2007), mais sans donner une explication concrète 
quant à l’égalité de l’induction des SOCS en réponse à l’IFN-α. De plus il a été démontré 
chez les astrocytes de souris des niveaux des SOCS-1 et SOCS-3 très proches, lorsque 
stimulés avec l’IFN-β (Qin et al., 2008), ce qui concorde avec nos résultats. Donc, en 
général les IFN de type I induiraient les SOCS-1 et SOCS-3 de façon concomitante dans 
plusieurs types cellulaires. 
 
1.1.3 Induction de SOCS-1 et SOCS-3 aux doses thérapeutiques d’IFN-β 
 
Après avoir établi une cinétique d’expression des SOCS-1 et SOCS-3, nous avons 
étudié les niveaux d’induction des transcrits des SOCS, en réponse à différentes doses 
d’IFN-β. Les concentrations variaient entre 0 et 10 000 U/ml, ce qui inclut des doses 
physiologiques. Les taux d’IFN-β mesurés au niveau du sérum des patients atteints de la 
SEP qui s’injectent régulièrement avec des formes recombinantes d’IFN-β, appartiennent à 
des intervalles de 120 à 475 U/ml (Khan et al., 1996). Ainsi la dose de 100 U/ml est 
considérée la plus rapprochée de cet intervalle. Par contre les valeurs élevées (1 000 et 10 
000 U/ml) ont été incluses dans notre étude, afin de mimer les grandes quantités d’IFN-β 
qui pourraient être produites dans le microenvironnement suite à des stimulations des 
cellules. Au niveau de la dose réponse à l’IFN-β, nous observons des profils différents entre 
les deux types de cellules T. Dans les lymphocytes T CD8, nous remarquons que les 
ARNm codants pour les SOCS-1 et SOCS-3 ont été augmentés de manière dose-
dépendente (Figure 10). Les cellules demeurent réceptives même aux doses élevées. Alors 
que les lymphocytes T CD4 ont une dose optimale à 1 000 U/ml où l’expression des SOCS-
1 et SOCS-3 a atteint son maximum et a diminué au-delà de cette valeur (Figure 11). 
Toutefois, le niveau des transcrits demeurait significativement élevé.  
 
Il existe probablement des mécanismes cellulaires, tel que l’internalisation, 
permettant d’auto-réguler l’impact des molécules dont les IFNs. En fait, nous pouvons 
postuler que les lymphocytes T CD4 lorsqu’ils sont exposés à des concentrations intenses 
d’IFN-β provoquent une internalisation des récepteurs et une diminution de leur nombre à 
la surface membranaire. Toutefois, il n’y a pas d’informations disponibles sur les 
mécanismes d’internalisation des IFNAR chez les lymphocytes T, mais une publication 
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récente a étudié le comportement et l’expression du IFNAR dans une lignée immortalisée 
de cellules T Jurkat (Dupont et al., 2002). Celles-ci ont été stimulées avec différentes doses 
d’IFN-β (0-1000 U/ml) et ont subi une quantification protéique des sous-unités IFNAR-1 et 
IFNAR-2 à leur surface. Toutes les cellules non traitées exprimaient les deux sous-unités. A 
partir des doses modestes (62,5 U/ml), les taux d’IFNAR-1 avaient déjà chuté de sorte que 
60% des cellules l’expriment encore. A la plus haute dose, les auteurs ont observé qu’ 
uniquement 20% des cellules Jurkat exprimaient cette sous-unité. L’IFNAR-2 a légèrement 
été influencé; avec les différentes doses il a été enregistré une diminution aux alentours de 
20%. De façon intéressante, la réduction du nombre d’IFNAR-1 membranaire a été inhibée 
à des températures basses (4°C) ou en présence de l’azide. Selon les auteurs ceci indiquent 
que la perte des sous-unités IFNAR-1 était dû à un mécanisme d’internalisation (Dupont et 
al., 2002). Ces observations peuvent bien expliquer et refléter la diminution de l’expression 
des SOCS-1 et SOCS-3 dans les lymphocytes T CD4 à partir de 1 000 U/ml d’IFN-β. 
Toutefois cette concentration ne concorde pas avec les observations du groupe, où une dose 
de 62,5 U/ml avait déjà un effet notable, ceci est potentiellement causé par les lignées 
cellulaires distinctes.  
Quant aux lymphocytes T CD8, leur mécanisme d’internalisation pourrait être décalé par 
rapport aux CD4. 
 
De manière interéssante, nous avons remarqué que dans les deux sous-types 
cellulaires, les SOCS-1 et SOCS-3 ont été induits aux doses physiologiques (100 U/ml), ce 
qui a été démontré dans une lignée de macrophages (RAW 264.7) et d’astrocytes de souris 
(Qin et al., 2006; Qin et al., 2008). Ceci indique que les SOCS-1 et SOCS-3 pourraient 
probablement faire partie du mécanisme d’action de l’IFN-β lorsqu’il est injecté aux 
patients. En fait, un groupe a rapporté dans un résumé de congrès non-publié que les 
quantités d’ARNm des SOCS-1 et SOCS-3  étaient moins élevées dans les échantillons de 
sang prélevés chez les personnes atteintes de SEP sans traitement, que chez ceux prélevés 
chez les témoins sains (Cross et al., 2005). La courbe dose-réponse que nous avons établi 
est importante puisqu’elle désigne les concentrations d’IFN-β nécessaires (100 U/ml) pour 
l’induction des SOCS-1 et SOCS-3. Donc, une diminution de ces quantités d’IFN-
β circulant chez les patients pourrait affaiblir l’efficacité immunomodulatrice de cette 
cytokine chez ces derniers sous traitement. 
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  L’exposition aigüe à l’IFN-β nous a permis d’élucider les caractéristiques des 
SOCS-1 et SOCS-3 en réponse à l’IFN-β. Ces expériences ont fourni des informations qui 
ne sont pas présentes dans la littérature, surtout en ce qui concerne l’expression des SOCS 
au niveau des sous-types de lymphocytes T humains. Toutefois, les patients atteints de 
SEP, utilisant la thérapie des injections d’IFN-β recombinant, sont exposés régulièrement à 
cette cytokine; un aspect qui sera discuté ci-dessous. 
 
 
1.2 L’expostion chronique à l’IFN-β induit différemment les SOCS-1 et SOCS-3 
  
 Une proportion significative des patients atteints de la SEP cyclique suivent un 
traitement de longue durée à base d’IFN-β administré de manière chronique. Les 
fréquences d’injections dépendent du type de médicament; certains sont administrés de 
façon hebdomadaire (Avonexmd), ou deux à trois fois par semaine pour les autres types 
(Betaferonmd et Rebifmd respectivement) (tiré de la page web de la Société canadienne de la 
sclérose en plaques). L’efficacité de ces traitements consiste en une diminution de la 
fréquence des poussées et du risque de progression de la maladie vers un handicap sévère 
(Paty and Li, 2001). L’IFN-β peut initier l’activation de différentes cascades cellulaires, ce 
qui aboutit à la transcription de divers gènes. Toutefois, les mécanismes d’action et les 
voies de signalisation déclenchés par l’IFN-β nécessitent toujours une clarification plus 
approfondie. Bien que sa répercussion thérapeutique peut être médiée par diverses voies, 
son effet bénéfique sur le système immunitaire demeure la conséquence la plus plausible 
dans l’amélioration de la SEP (Markowitz, 2007). Les lymphocytes T infiltrants sont 
largement impliqués dans l’aggravation de l’inflammation au sein du système nerveux 
central telle qu’observée chez les patients atteints de cette maladie. L’IFN-β a la capacité 
de limiter leurs réponses aux cytokines pro-inflammatoires et donc de diminuer leur 
activation et leur prolifération non contrôlées, ainsi que leur polarisation vers des sous-
types considérés comme néfastes (tels que les Th17) (Chofflon, 2005; Hofstetter et al., 
2009). Nous avons démontré plus tôt que l’IFN-β a pu induire les SOCS-1 et SOCS-3 suite 
à des expositions aigües de courtes durées. Ce qui nous a conduits à chercher plus en 
profondeur le lien entre cet agent thérapeutique et les protéines SOCS. Surtout que ces 
dernières ont été impliquées dans l’atténuation de la sévérité de l’EAE (encéphalomyélite 
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autoimmune expérimentale), le modèle animal de la SEP le plus utilisé (Stark and Cross, 
2006).  
Nous voulions mimer ce qui se produit chez les patients atteints de la SEP qui sont 
sous traitement et particulièrement au niveau des lymphocytes T.  Pour ce faire, nous avons 
traité des cellules T CD8 et CD4 de donneurs sains avec une dose physiologique d’IFN-β 
(100 U/ml) à chaque 48 heures, pour un total de trois doses par semaine (comme Rebif md). 
Ensuite, nous avons étudié l’effet de la chronicité du traitement sur l’expression des SOCS-
1 et SOCS-3. Jusqu’à date, aucune expérience semblable n’a été publiée. L’IFN-β a eu une 
efficacité similaire autant sur le SOCS-1 que sur le SOCS-3 (au pic d’expression), toutefois 
en réponse à la chronicité, les SOCS-1 et SOCS-3 ont été exprimés de manière 
différentielle. Après la première dose d’IFN-β (pendant 1 heure de stimulation), les SOCS-
1 et SOCS-3 ont été induits significativement dans les deux types lymphocytaires (Figures 
12 et 13). Ceci a été déjà démontré au cours des expériences de cinétiques, ce qui confirme 
de nouveau nos résultats avec d’autres donneurs sains. Après 48 heures d’incubation, le 
taux des SOCS-1 et SOCS-3 ont chuté pour atteindre des valeurs quasi-nulles dans le cas 
des lymphocytes T CD8 et des niveaux basaux dans les CD4. En fait la demie-vie 
d’élimination pour l’IFN-β est de une à deux heures dans l’organisme, toutefois les 
concentrations sériques peuvent être mesurées jusqu’à quatre heures (Arnaud, 2002). Ce 
qui pourrait suggérer que les taux des SOCS eurent probablement diminué déjà avant les 48 
heures. Lorsque nous avons traité nos cellules avec la deuxième dose d’IFN-β, le SOCS-1 a 
été de nouveau induit sauf que les niveaux de SOCS-3 n’ont point changé par rapport aux 
cellules contrôles (48 heures). Après deux autres jours (96 heures), nous avons observé des 
résultats similaires; les cellules T n’ayant pas reçu de doses additionnelles d’IFN-β ont 
montré des niveaux des SOCS-1 et SOCS-3 très bas (identiques aux échantillons de 48 
heures). Toutefois, les cellules qui ont été stimulées pour une troisième fois avec l’IFN-
β, ont notablement augmenté le taux d’ARNm codant pour le SOCS-1 mais non pour le 
SOCS-3. Nos résultats suggèrent que les lymphocytes T CD8 et CD4 sont devenus 
réfractaires quant à l’induction de l’expression de SOCS-3 lorsqu’ils étaient stimulés de 
façon chronique à l’IFN-β.  
Lorsque l’IFN-β se lie à son récepteur, il induit principalement l’activation de JAK1 
et TYK2 entraînant à leur tour la dimérisation de STAT1-STAT2, qui se lient aux éléments 
IRSE. Cette voie empruntée par l’IFN-β reste largement appréciée au niveau de la 
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littérature. Toutefois, certaines publications ont proposé des voies de signalisation 
additionnelles qui restent beaucoup moins élaborées telle que la formation des 
hétérodimères STAT1-STAT3 et les homodimères STAT1-STAT1 et STAT3-STAT3. Ces 
derniers peuvent se lier à des éléments GAS au niveau des promoteurs et induire la 
transcription des gènes (Decker et al., 2005; Platanias, 2005; Noppert et al., 2007). De plus, 
très récemment, une étude a démontré que le STAT3 est indispensable pour l’induction du 
SOCS-3 et non du SOCS-1, et ce en réponse à l’IFN-β dans une lignée d’astrocytes (Qin et 
al., 2008). D’autre part ce même groupe a démontré que le STAT1 est critique pour la 
transcription du SOCS-1 et pas du SOCS-3 en réponse à l’IFN-β. Ainsi, en se basant sur 
ces travaux, l’induction du SOCS-1 après chaque traitement, dans notre projet, peut être 
expliquée par le fait que le STAT1 n’a pas été affecté ou désensibilisé par la chronicité. En 
revanche, il semblerait que la phosphorylation de STAT3 est restreinte à des expositions 
très courtes à l’IFN-β, donc l'expression du SOCS-3 en dépendrait. Une exposition 
chronique à l’IFN-β diminuerait alors la probabilité de formation des dimères constitués de 
STAT3 soit STAT1-STAT3 et/ou STAT3-STAT3. Probablement que le STAT3 est induit 
de manière préférentielle par d’autres cytokines, citons celles qui se lient aux récepteurs 
ayant les chaînes communes γc (IL-2, IL-7, IL-9, IL-15) et gp130 (IL-6, IL-27 etc.) (voir 
Tableau 3, p.34). Il serait très interéssant d’établir un profil de phosphorylation des STATs 
en parallèle avec l’expression des transcrits des SOCS. En fait, très peu d’informations 
associent une molécule de STAT particulière avec l’induction d’un transcrit de SOCS 
spécifique. Des expériences permettant de bloquer l’expression des STATs (par des ARN 
silencieux), seront aussi un bon outil afin d’élucider les différentes voies cytokines-STAT-
SOCS. 
Nos résultats sur la chronicité suggèrent que les patients sous traitement d’IFN-β 
ont une augmentation du SOCS-1 après chaque injection, du moins dans les lymphocytes T. 
Le SOCS-3 ne serait pas impliqué dans le mécanisme bénéfique de l’IFN-β sur les 
lymphocytes T. Ce point pourrait contribuer à expliquer l’efficacité partielle de l’IFN-
β comme thérapie chez les patients atteints de la SEP. Une étude récente a démontré que 
l’augmentation à la fois des SOCS-1 et SOCS-3 chez des souris EAE est nécessaire pour la 
protection contre le microenvironnement pro-inflammatoire (Stark and Cross, 2006). En 
fait, deux modèles de souris ont été étudiés; des souris EAE ayant un profil génétique 
C57BL/6J qui manifestent la forme chronique de la maladie sans périodes de rémissions, et 
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des souris SJL mimant l’aspect cyclique de la SEP caractérisée par des crises et des 
rémissions totales, cette forme est la plus répandue chez les patients. Au pic de la maladie, 
les auteurs ont observé une majoration des taux de SOCS-1 et SOCS-3 (en ARNm) dans la 
moelle épinière, l’organe cible de cette maladie autoimmune, des souris SJL. Par contre, les 
souris C57BL/6J ont augmenté notablement leur niveau de SOCS-1, ce qui n’était pas le 
cas pour le SOCS-3. Les auteurs ont observé qu’une production inadéquate de SOCS-3 
corrèle avec une quantité élevée de cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, IL-6) dans le 
SNC et un retard de l’expression des facteurs neuroprotecteurs tels que l’IL-10, le CNTF 
(‘Ciliary Neurotrophic Factor’) et le FGF-2 (‘Fibroblast Growth Factor-2’). Ces deux 
derniers sont associés à la remyélinisation. Ce qui explique l’amélioration et les rémissions 
spontanées chez les souris (SJL/J) qui ont augmenté les deux transcrits au niveau du SNC 
(Stark and Cross, 2006). Toutefois, ces données n’ont pas spécifié quel type cellulaire 
exprimait les SOCS. Nous pouvons spéculer à la lumière de ces données que les patients 
qui auraient des taux des SOCS-1 et SOCS-3 élevés après le traitement seraient 
probablement beaucoup mieux protégés contre une plus large variété de cytokines pro-
inflammatoires. Probablement que l’IFN-β est apte à corriger une partie de l’altération en 
augmentant l’expression du SOCS-1, donc de fournir une protection partielle. D’ailleurs le 
bénéfice du traitement chez les patients est proche de 40 %. Suite à nos observations chez 
les donneurs sains, il serait très intéressant de comparer ces résultats chez les patients 
atteints de sclérose en plaques avec et sans traitement; nous pourrions mesurer les taux de 
SOCS dans leur sang périphérique ainsi que les différentes cytokines anti- et pro-
inflammatoires. Une étude comparative pourrait aussi être accomplie en utilisant des 
échantillons de liquides céphalorachidiens (LCR), ce liquide biologique traduit ce qui se 
produit dans le SNC et pourrait ainsi fournir des informations sur les leucocytes présents 
dans l’organe cible. 
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2.0 L’IL-27 et l’induction des SOCS-1 et SOCS-3 dans les lymphocytes T humains 
  
 L’IL-27, nouveau membre de la famille de l’IL-12, est un médiateur 
immunologique qui a une fonction paradoxale durant l’inflammation. Certaines études ont 
montré son rôle pro-inflammatoire en élucidant sa capacité à promouvoir la différenciation 
des lymphocytes T CD4 vers un profil de type Th1 (Lucas et al., 2003; Takeda et al., 2003; 
Owaki et al., 2005; Owaki et al., 2006a). Par contre, plusieurs autres études ont mis en 
évidence son empreinte protectrice et anti-inflammatoire. En fait, des souris déficientes de 
la chaîne WSX-1 du complexe IL-27R (‘IL-27 Receptor’)  ont été utilisées comme modèles 
animaux d’auto-immunité et d’infection. Ces souris ont subi une aggravation pathologique 
à cause des réponses Th1 ou Th2 excessives (Villarino et al., 2003; Miyazaki et al., 2005; 
Rosas et al., 2006). Dans des modèles de souris EAE, l’IL-27 a prohibé la polarisation des 
cellules T CD4 en Th17 encéphalitogéniques et auto-agressives (Batten et al., 2006; 
Amadi-Obi et al., 2007). De plus, parmi ces effets bénéfiques, deux groupes ont démontré 
que l’IL-27 est capable d’empêcher une hyperactivation des lymphocytes T de souris en 
bloquant les voies de signalisation de l’IL-2. Ceci a été effectué entre autres via l’induction 
rapide du SOCS-3 (Owaki et al., 2006b; Yoshimura et al., 2006). Dans une étude toute 
récente (non publiée), les SOCS-1 et SOCS-3 ont été démontré comme de potentiels 
inhibiteurs du développement des Th17 au sein du système nerveux central, et ce en 
réponse à l’IL-27 (Qin et al., 2009). Très peu d’informations existent concernant l’effet 
anti-inflammatoire de l’IL-27 dans les cellules humaines et de sa probable coalition avec 
les protéines SOCS. Pour cela, nous voulions clarifier ce lien potentiel et particulièrement 
dans les lymphocytes T humains. 
 
 
2.1 L’induction des SOCS-1 et SOCS-3 sélectivement dans les cellules T CD8. 
 
Dans le but de mieux comprendre le profil temporel des SOCS-1 et SOCS-3 en 
réponse à l’IL-27, nous avons établi une cinétique d’expression (Figure 14). Toutefois, 
jusqu’à maintenant aucune publication n’a révélé ce type de cinétique qui met en jeu l’IL-
27 et les SOCS. Nous nous sommes basés sur une étude qui a montré une expression 
notable des SOCS-1 et SOCS-3 dans des monocytes humains. Ces cellules ont été 
stimulées pendant trois heures de temps avec 100 ng/ml (Kalliolias and Ivashkiv, 2008). 
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Nos lymphocytes T CD8 et CD4 purifiés ont été mis en culture avec la même dose d’IL-27 
pendant une heure et trois heures. De manière interéssante, les deux sous-types 
lymphocytaires avaient un profil semblable avec un pic d’induction des deux transcrits 
SOCS après une heure et une rechute suite à trois heures de stimulation. Ceci est très 
similaire à la stimulation avec l’IFN-β où le temps optimal pour l’induction des SOCS-1 et 
SOCS-3 était aussi après une heure. Malheureusement, aucune information n’est disponible 
au niveau de la littérature pour consolider nos résultats, toutefois nous avons eu recours aux 
profils de phosphorylation des STATs publiés qui pourraient bien refléter la cinétique des 
SOCS. La durée qui sépare la translocation des dimères STATs dans le noyau et l’initiation 
de la transcription des ARNm des SOCS correspondants est très minime. En fait, dans les 
lymphocytes T, l’IL-27 active les molécules JAK1, JAK2 et TYK2, qui à leur tour 
entraînent la phosphorylation de divers STATs soit STAT1, STAT3 STAT4 et STAT5. Les 
connaissances concernant l’importance de STAT4 et STAT5 dans la signalisation de l’IL-
27 demeurent limitées (Paunovic et al., 2008). Donc, nous nous sommes particulièrement 
concentrés sur les molécules STAT1 et STAT3 puisqu’elles sont les mieux caractérisées 
chez l’humain, où leur phosphorylation a été démontrée dans les lymphocytes T CD4 naïfs, 
dans les monocytes, mastocytes et dans une lignée NK (NKL) (Hibbert et al., 2003; Pflanz 
et al., 2004). Les observations du groupe Kalliolias ainsi que des expériences effectuées 
dans notre laboratoire ont pu nous démontrer la validité de nos résultats. La 
phosphorylation des STAT1 et STAT3 a été induite par l’IL-27 dans des monocytes et des 
cellules mononucléaires humaines dans les 15 minutes qui suivent la stimulation avec un 
pic à 30 minutes, suivi d’un déclin progressif (Kalliolias and Ivashkiv, 2008) (Schneider et 
al., non publié). L’expression maximale des SOCS-1 et SOCS-3 que nous avons observée 
était après une heure de stimulation, ce qui suit temporellement le pic de phosphorylation 
des STATs. Ceci suggère que nos cinétiques d’expression des SOCS sont cohérentes en 
relation avec l’activation des STATs en réponse à l’IL-27. Si le pic d’expression des SOCS 
avait été enregistré avant ou après plusieurs heures suivant le pic de phosphorylation des 
STATs ceci mettrait en doute nos résultats relativement à ce qui a été publié. Suite à ces 
courtes expositions, nos observations nous ont permis de montrer que l’IL-27 pourrait avoir 
un effet anti-inflammatoire dans les cellules T humaines via l’induction des SOCS-1 et 
SOCS-3 au niveau transcriptionnel. 
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 A la lueur de ces informations, nous étions intéressés d’établir une dose-réponse des 
SOCS-1 et SOCS-3. Nous avons démontré plus tôt que les réponses à l’IFN-β variaient 
selon le sous-type lymphocytaire. Ceci suggérait qu’il était pertinent de comparer le 
comportement des lymphocytes T CD8 vs. CD4 suite à une exposition à l’IL-27 (Figure 
15); nous avons discerné des différences non négligeables. Les lymphocytes T CD8 
répondaient plus efficacement aux doses modérées de l’IL-27 (100 ng/ml) en augmentant 
significativement leur taux en ARNm des SOCS-1 et de SOCS-3. A des concentrations plus 
fortes (250 ng/ml), ces cellules étaient toujours sensibles à l’IL-27. Par contre les 
lymphocytes T CD4 ont montré une certaine résistance voire une indifférence face à des 
doses faibles et modérées d’IL-27. A fortes concentrations, les cellules T CD4 ont 
augmenté l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 sans toutefois atteindre les niveaux observés 
dans les lymphocytes T CD8. Ceci pourrait être dû à une différence d’expression de l’IL-
27R à la surface de ces cellules. Rappelons que le complexe récepteur de l’IL-27 est formé 
de deux chaînes : gp130 qui est partagée avec les récepteurs de cytokines de la famille IL-
6/IL-12, et la chaîne WSX-1 (ou TCCR) spécifique à l’IL-27 (Pflanz et al., 2004) . 
Toutefois, la WSX-1 n’est pas capable, à elle seule, de transduire le signal. Notre 
laboratoire s’interésse à plusieurs cytokines ayant montré des effets au niveau de l’EAE et 
de la sclérose en plaques tel que l’IL-27 (Fitzgerald et al., 2007b; Wang et al., 2008). Une 
collègue (Teodora Yaneva) avait étudié l’expression ex-vivo du récepteur à l’IL-27 à la 
surface de plusieurs sous-types cellulaires de dix donneurs sains. Ses résultats peuvent 
expliquer la raison d’une meilleure réponse des lymphocytes T CD8 à l’IL-27 en terme 
d’induction des SOCS-1 et SOCS-3. Ses résultats avaient montré une proportion très élevée 
des monocytes (75% + 2,6%) qui co-exprimaient les deux chaînes du récepteur. Dans nos 
cellules d’intérêt, les lymphocytes T, la différence était majeure où une plus large 
population de cellules T CD8 (6,6 + 0,1%) exprimaient le récepteur entier contre une faible 
proportion des cellules T CD4 (0,9 + 1,0%) (Yaneva et al., 2008 non-publié). Ceci vient 
fortement appuyer la faible induction des SOCS-1 et SOCS-3 dans les cellules T CD4 suite 
à une stimulation avec l’IL-27.  
 
Probablement que les SOCS-1 et SOCS-3 induits par l’IL-27 seraient impliqués 
davantage dans la régulation des fonctions cytolytiques des cellules T CD8. Toutefois, des 
résultats au sein de notre laboratoire ont dévoilé « la face » pro-inflammatoire de l’IL-27; 
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ainsi une stimulation des PBMC humains induisait une augmentation (dose-dépendente) de 
la prolifération cellulaire et de la production d’enzymes lytiques tel que le granzyme B et 
des cytokines inflammatoires comme l’IFN-γ  par les lymphocytes T CD8 (Yaneva et al., 
non publié) ceci a aussi été démontré chez la souris (Morishima et al., 2005). Par contre 
dans une autre étude in vitro, il a été établi que l’ajout exogène d’IL-27 permettait aux 
lymphocytes T CD8 et CD4 murins exprimant IFN-γ et T-bet, d’augmenter leur production 
d’IL-10 (Fitzgerald et al., 2007b). Ainsi, ces dernières deviennent des cellules « auto-
régulatrices », ce qui montre l’identité anti-inflammatoire de l’IL-27. De manière 
interéssante, deux groupes ont démontré que le SOCS-3 a été induit par l’IL-27 et a 
contribué à la suppression de l’IL-2 chez la souris (Owaki et al., 2006b; Villarino et al., 
2006), d’autre part l’IL-10 a aussi été impliqué dans la suppression de l’IL-2 chez l’humain 
(Taga and Tosato, 1992). Prises ensemble, ces informations peuvent probablement indiquer 
que les SOCS et l’IL-10 peuvent être haussés en présence d’IL-27. De plus, ils peuvent 
travailler de concert pour fournir une protection et une capacité d’auto-régulation des 
cellules T, sans toutefois influencer directement les fonctions cytolytiques des lymphocytes 
T CD8. Il serait très captivant de mesurer d’une part, les taux des SOCS-1, SOCS-3 et d’IL-
10 en réponse à l’IL-27 et d’autre part, de mesurer en parallèle le taux d’enzymes lytiques 
et des cytokines inflammatoires produites par les cellules T CD8 ou par les sous-
populations Tc1/Tc2/Tc17. Concernant les sous-types lymphocytaires, il a été noté une 
réponse différentielle des cellules T CD8 naïves vs. mémoires envers l’IL-27 problablement 
dû à une expression distincte des molécules SOCS (Brender et al., 2007a) (Yaneva et al., 
non publié). Une comparaison des quantités de cellules T CD8+ SOCS1+/SOCS-3+ IL-10+ 
IFN-γ+ dans les cellules traitées ou  non avec l’IL-27 pourrait être aussi une bonne preuve 
de son effet anti-inflammatoire. Un blocage de l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 dans 
les lymphocytes T CD8 pourrait permettre d’étudier leur importance dans la signalisation 
de l’IL-27. D’ailleurs cette technique permettant d’abolir l’expression des SOCS par les 
petits ARN interférants a déjà été effectuée avec succès dans une lignée de kératynocytes 
humains (HaCaT) et dans des cellules dendritiques (Song et al., 2006; Albanesi et al., 2007; 
Subramanya et al., 2009). Ceci serait très interéssant de le reproduire dans des cellules T 
humaines, ce qui n’a jamais été publié. 
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La dose-réponse établie nous a permis de prouver que l’IL-27 pourrait avoir des 
effets anti-inflammatoires en induisant les inhibiteurs SOCS-1 et SOCS-3 dans des cellules 
T humaines, particulièrement les cellules T CD8, sauf que ces importants mécanismes 
nécessitent encore un dénouement. 
 
2.2 Les SOCS-1 et SOCS-3 également influencés par l’IL-27. 
 
La courbe dose-réponse a élucidé le comportement des cellules T CD8 et CD4 
quant à l’induction de chacun des SOCS-1 et SOCS-3 en ARNm. Toutefois, afin de 
quantifier en parallèle du nombre de copies codant pour les deux transcrits SOCS nous 
avons eu recours au calcul des ΔΔCt obtenus par les cellules non traitées et celles qui ont 
été stimulées avec la plus haute dose (250 ng/ml). De manière intéressante, les SOCS-1 et 
SOCS-3 ont subi une induction quasiment identique dans chacun des sous types 
lymphocytaires (Figures 16 et 17). Dans les lymphocytes T CD8, SOCS-1 avait un ΔΔCt = 
2,35 vs. 2,81 pour SOCS-3. Dans les cellules T CD4, SOCS-1 a marqué un ΔΔCt = 1,25 
contre un ΔΔCt = 0,93 pour SOCS-3. Il semblerait que l’IL-27 a un impact égal quant à 
l’induction des SOCS-1 et SOCS-3 au sein des mêmes cellules. Très peu d’études ont 
prospecté l’expression du SOCS-1 en réponse à l’IL-27, les informations publiées ont été 
plutôt concentrées sur l’induction du SOCS-3. En fait,  il a été démontré qu’une déficience 
en SOCS-3 chez les souris a conduit à une dérégulation de la signalisation des cytokines 
qui se lient à la chaîne gp130, tel que l’IL-27 (Croker et al., 2003; Lang et al., 2003). Par 
contre, des souris déficientes en SOCS-1 présentaient des altérations de la signalisation des 
IFNs (Brysha et al., 2001). Pour cela les études regroupaient SOCS-1 et IFN vs. SOCS-3 et 
IL-27. Nous avons pu ajouter du nouveau sur les pistes d’études de l’IL-27 et 
particulièrement dans son rôle immunomodulateur et anti-inflammatoire. Mais, le plus 
important est que l’IL-27 a la même efficacité d’induction des SOCS-1 et de SOCS-3 
pendant une exposition aigüe, ce qui rend les cellules moins susceptibles contre une plus 
large variété de cytokines pro-inflammatoires. Malgré le manque d’informations nous 
permettant de consolider nos résultats, nous considérons qu’il serait fort probable que les 
promoteurs des SOCS-1 et SOCS-3 partagent plusieurs régions communes réagissant de la 
même manière aux dimères STAT1-STAT3 en réponse à l’IL-27. Afin de localiser ces 
régions et d’étudier les séquences communes, il serait interéssant de construire des 
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promoteurs complets des SOCS-1 et de SOCS-3 ainsi que des mutants ayant subi des 
délétions uniques ou multiples de plusieurs régions. Ces derniers seraient introduits dans 
nos lymphocytes T par transfection puis stimulés avec l’IL-27, ce qui n’a jamais été 
reproduit. Cette technique a déjà été utilisée dans une lignée d’astrocytes murins pour 
étudier l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 en réponse à l’IFN-β. Ce groupe a  mis en 
évidence plusieurs séquences GAS au sein de ces promoteurs qui répondent avec la même 
efficacité à l’IFN-β, en induisant des taux équivalents des SOCS-1 et SOCS-3 (en ARNm) 
(Qin et al., 2008). 
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3.0 L’efficacité équivalente de l’IFN-β et l’IL-27 dans les cellules T CD8 
 
 Nous avons démontré que l’IL-27 a agi avec une efficacité très équivalente sur les 
SOCS-1 et SOCS-3 dans un même type cellulaire (à la plus haute dose) (Figures 16 et 17). 
Quant à l’IFN-β (discuté plus tôt, section 1.1.2, p.92), dans les lymphocytes T CD8, le 
SOCS-1 a atteint un ΔΔCt = 2,52 contre 2,56 pour le SOCS-3. Les lymphocytes T CD4 
exprimaient aussi des taux équivalent des deux transcrits 2,28 (SOCS-1) vs. 2,13 (SOCS-
3). Nous remarquons qu’une exposition aigüe à l’IL-27 ou l’IFN-β entraîne le même impact 
quant à l’induction des SOCS-1 et SOCS-3 et ce, spécifiquement sur les lymphocytes T 
CD8, ce qui n’a pas été publié jusqu’à maintenant. Ceci montre l’existance problable d’une 
redondance entre certaines fonctions immunomodulatrices de l’IL-27 et l’IFN-β. Bien 
qu’elles activent des voies de signalisation différentes, leurs effets peuvent se chevaucher 
au niveau de certains points. Il semble que l’IFN-β et l’IL-27 interagissent de façon 
beaucoup plus étroite que ce qui a été relevé dans la littérature. En fait, la thérapie actuelle 
de la sclérose en plaques, soit l’IFN-β augmente l’expression de l’IL-27 aussi bien au 
niveau de l’ARNm (Remoli et al., 2007) qu’au niveau protéique (Fitzgerald and Rostami, 
2009). Cet axe IFN-β-IL-27 joue un rôle crucial et pivot dans le contrôle de l’inflammation 
au sein du système nerveux central. Très récemment, deux groupes de chercheurs ont 
découvert des capacités immunorégulatrices-clés de l’IL-27 pendant la maladie de l’EAE et 
sa forte coalition avec l’IFN-β. Le groupe de Guo et collègues a démontré que l’IL-27 est 
un produit direct de la cascade de signalisation déclenchée par l’IFN-β, de plus qu’il a la 
capacité de limiter l’inflammation dans des modèles EAE. En fait dans la présente étude, 
les souris déficientes en IFNAR (IFNAR-/-), récepteur de l’IFN-β, exhibent des symptômes 
pathologiques plus prononcés. De manière très intéressante, l’état général des souris s’est 
bien amélioré suite à l’administration exogène de l’IL-27 (Guo et al., 2008). Ici l’IL-27 a 
probablement rempli en partie la fonction de l’IFN-β. Le second groupe, Shinohara et 
collègues, a aussi démontré l’efficacité de l’IL-27 à contraindre et à freiner l’inflammation 
et l’autoimmunité exagérées au niveau du système nerveux central. Toutefois ces 
chercheurs ont élucidé un mécanisme d’action tout nouveau impliqué dans la cascade de 
l’IFN-β. En fait, un isoforme intracellulaire de l’ostéopontine, Opn-I, est capable de 
réprimer l’expression de l’IL-27, sauf que la voie de signalisation des IFN de type I bloque 
l’activité de l’Opn-I, soutenant ainsi l’expression de l’IL-27. Ce processus conduit alors à la 
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suppression subséquente de l’EAE (Shinohara et al., 2008). Ces deux expériences avaient 
montré une interdépendence et une redondance très parlantes entre l’IFN-β et l’IL-27, ce 
qui appuie fortement les résultats que nous avons obtenus. Ceci pourrait expliquer 
l’équivalence d’induction des SOCS-1 et SOCS-3 avec l’une ou l’autre des cytokines 
(Figures 8-9 et 16-17) dans les cellules T CD8.  
 
Par contre, dans les lymphocytes T CD4 la réponse à l’IL-27 était moins 
considérable tenant compte du faible nombre de récepteurs IL-27R (discuté à la section 
2.2.1, p.103) (Yaneva et al., non publié). Il serait intéressant de comparer le nombre de 
récepteurs à l’IL-27 chez les patients atteints de la SEP et les sujets témoins. La cascade de 
signalisation enclenchée par l’IL-27 semble être une cible clé; pourrait-elle contribuer à 
l’amélioration de l’effet thérapeutique de l’IFN-β chez les patients atteints de la SEP? 
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4.0 Expression protéique des SOCS-1 et SOCS-3 
 
 
 Au niveau de nos expériences décrites plus tôt, nous nous sommes concentrés sur 
l’effet direct de l’IFN-β et l’IL-27 sur l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau de 
l’ARNm, ce qui est le plus fréquent dans la littérature. Très peu d’études ont présenté des 
données montrant l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 au niveau protéique. La mesure des 
ARNm nous a renseigné sur la dynamique de l’expression génique et nous a permis de 
prédire le comportement de la cellule, pourtant ce sont les protéines qui reflètent ce qui se 
passe réellement. Pour cela, nous voulions détecter les protéines SOCS-1 et SOCS-3 afin 
d’augmenter la solidité et la pertinence de nos résultats. Malgré la limitation des 
informations à ce niveau, nous avons trouvé certaines études qui ont pu visualiser nos 
protéines d’intérêt, dont celle qui a détecté les SOCS-1 et SOCS-3 dans une lignée 
d’astrocytes en réponse à l’IFN-β et ce, par la technique d’immunoblot précédée d’une 
étape d’immunoprécipitation. Les cellules ont été stimulées de 30 minutes à 24 heures et 
ont marqué un pic d’expression entre trois et quatre heures (Qin et al., 2008). A la lumière 
de ces données nous avons essayé de reproduire le même principe sur nos cellules T 
purifiées et stimulées avec l’IFN-β ou l’IL-27 (pendant trois heures de temps). Nous avons 
utilisé la technique d’immuno-buvardage (‘Western blot’) qui est très similaire à 
l’immunoblot, par contre l’étape d’immunoprécipitation n’a pas été incluse. 
Malheureusement, nous n’avons pas pu détecter les protéines SOCS ni dans les cellules T 
et ni dans les cellules dendritiques (CD). Pourtant, ces dernières (les CD) formaient notre 
gabarit et avaient un taux d’expression élevé en ARNm. L’expérience n’avait pas non plus 
réussie dans des lignées cellulaires épithéliales humaines telles les A549, qui avaient 
montré une induction de SOCS-1 suite à une stimulation à l’IL-3 et l’IL-14 (Hebenstreit et 
al., 2003). Suite à plusieurs tentatives d’optimisation telles que l’utilisation de différents 
tampons de lyse, modification des clones d’anticorps primaires (anti-SOCS), augmentation 
de la sensibilité des méthodes de détection par chimioluminescence (ECL et ECL plus), 
nous n’avons pas visualisé de bande sur nos gels, malgré de très beaux signaux pour le 
témoin positif (actine). A cause de ces complications techniques, nous avons opté pour une 
seconde méthode de détection soit l’immunocytochimie. Le groupe de Isomaki et collègues 
avait réussi à détecter à la fois les SOCS-1 et SOCS-3 dans des tissus synoviaux humains 
(Isomaki et al., 2007). Nous avons alors suivi la même procédure (avec certaines 
                                                                                                                                                                  
 
142
optimisations) et nous sommes parvenus à visualiser nos protéines dans les cellules T 
humaines contrôles et stimulées avec l’IFN-β ou l’IL-27. Ceci est tout nouveau puisqu’il 
n’a jamais été reproduit auparavant.  
 
On remarque dans nos résultats que près de 35% à 50% des lymphocytes T CD8 et 
CD4 non traités expriment les SOCS-1 et SOCS-3 respectivement. La stimulation avec 
l’IFN-β et l’IL-27 a notablement augmenté le nombre de cellules positives pour 
s’échelonner entre 70% et 90% pour les SOCS-1 et SOCS-3 dans les deux types cellulaires 
(Figure 20) (expression plus faible dans les T CD4 que les CD8). Le comptage des cellules 
exprimant chacun des SOCS dans cinq champs différents nous a donné une bonne 
estimation quant à l’effet de la stimulation (voir les photos de microscopie figures 18, 19) 
Ceci vient renforcer les résultats que nous avons obtenus en ARNm et montre que les deux 
cytokines ont profondément influencé les cellules en induisant la traduction des transcrits. 
Très récemment dans notre laboratoire, un collègue a pu optimiser une procédure 
permettant de détecter les protéines SOCS (et STATs) dans des PBMC et ce, par cytométrie 
en flux (Schneider et al. non publié) (voir annexe). Cette technique semble être très 
prometteuse pour visualiser nos protéines, nous aurons la possibilité d’étudier plusieurs 
paramètres de façon concomitante; ce qui est un avantage par rapport à la microscopie. Il 
serait intéressant de reproduire nos expériences précédentes en utilisant la cytométrie en 
flux en observant l’expression des SOCS dans des différentes sous-types cellulaires 
(mémoires vs. naïves) (Th1/Th2/Th17, Tc1/Tc2/Tc17). Nous pourrions aussi visualiser les 
niveaux protéiques lors d’exposition répétées à l’IFN-β et l’IL-27. De plus il serait 
pertinent d’élucider les voies STAT-SOCS induites suite aux stimulations, ainsi que la 
quantification des récepteurs IFNAR et IL-27R à la surface des différents types de cellules 
immunitaires. Nous pourrons aussi comparer les niveaux des SOCS chez les sujets témoins 
et les patients atteints de SEP selon les types cellulaires, ce qui aura une haute importance 
clinique. 
 Notons que dans le but d’atteindre une meilleure validité scientifique, il serait 
intéressant de reproduire nos expériences au niveau de l’ARNm et protéique, de sorte  
d’accumuler les données d’au moins dix donneurs sains. Ceci augmentera davantage la 
rigourosité et la pertinence de nos résultats 
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Les membres de la famille des protéines SOCS sont des composants intracellulaires 
émergents, marquant une implication accrue dans les mécanismes d’immunorégulation 
(Dimitriou et al., 2008). Les protéines SOCS ne sont pas uniquement des régulateurs 
négatifs des cascades de signalisation, mais sont responsables d’orchestrer tout un réseau 
complexe de signaux au sein de la cellule (Yoshimura et al., 2007). Les protéines SOCS-1 
et SOCS-3 sont les mieux caractérisées et sont considérées comme des régulateurs 
physiologiques clés au niveau de l’immunité innée et acquise. D’autre part des cytokines 
tels que l’IFN-β, thérapie actuelle de la sclérose en plaques, et l’IL-27 semblent jouer un 
rôle important dans la diminution de la susceptibilité des cellules au microenvironnement 
pro-inflammatoire. Certaines études ont démontré une probable alliance mettant en jeu 
l’IFN-β / l'IL-27 et les protéines SOCS-1 et SOCS-3. Toutefois, très peu d’informations 
sont disponibles chez l’humain. Nous avons réussi à démontrer que l’IFN-β a la capacité 
d’induire à la fois les SOCS-1 et SOCS-3 dans les lymphocytes T CD8 et CD4 humains. De 
plus, leur niveau d’induction était très comparable montrant l’efficacité équivalente de 
l’IFN-β sur les deux transcrits SOCS. Il serait très captivant de démontrer l’effet de l’IFN-β 
dans les différents sous-types cellulaires dépendamment de leur polarisation et de leur 
phénotype. En parallèle la quantification des récepteurs à l’IFN-β pourrait élucider les 
cellules moins affectées par la présente cytokine. Nous avons tenté de mimer ce qui se 
produit chez les patients atteints de la SEP qui sont sous traitement et ce, particulièrement 
au niveau des lymphocytes T. Une administration chronique de l’IFN-β aux cellules, a 
révélé une composante importante de son mécanisme d’action soit l’induction répétée du 
SOCS-1. L’induction du SOCS-1 pourrait avoir une valeur clinique puissante, permettant 
aux cellules T de limiter leur sensibilité aux diverses cytokines pro-inflammatoires. Ceci 
n’a jamais été publié. Toutefois nous nous questionnons sur l’incapacité de l’IFN-β à 
induire le SOCS-3 chroniquement, est-elle une des faiblesses du traitement? En ciblant le 
SOCS-3, pourrait-on augmenter les bénéfices de l’IFN-β et ce, en bloquant une série de 
signalisation plus diversifiées s’avérant très néfastes? Le SOCS-3 semble être une cible 
thérapeutique très intéressante. Selon la littérature, le SOCS-3 pourrait être induit 
préférentiellement par certains types de cytokines. En fait, une déficience en SOCS-3 chez 
les souris a conduit à une dérégulation de la signalisation des cytokines qui se lient à la 
chaîne commune gp130, telle que l’IL-27 (Croker et al., 2003; Lang et al., 2003). Nos 
résultats avec l’IL-27 ont montré une induction égale des SOCS-1 et SOCS-3 dans les 
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cellules T, mais nous avons noté une augmentation moins prononcée dans les lymphocytes 
T CD4, faute de récepteurs à l’IL-27. Il aurait était très interéssant d’effectuer une 
exposition chronique des cellules T à l’IL-27 et d’observer si le SOCS-3 serait induit après 
chaque stimulation. Si c’est le cas, peut-on parler de combinaison thérapeutique IL-27/IFN-
β ? En fait, l’IL-27 est un produit direct de la cascade de signalisation déclenchée par 
l’IFN-β. De plus, ces deux cytokines semblent avoir des fonctions chevauchantes et 
complémentaires surtout dans l’amélioration de la sévérité de l’EAE (Guo et al., 2008; 
Shinohara et al., 2008). D’ailleurs nous avons démontré (en calculant les ΔΔCt), que les 
deux cytokines induisent les même taux des SOCS-1 et SOCS-3 suite à une exposition 
aigüe. Une stimulation simultanée avec les deux cytokines (aigüe vs. chronique) pourrait 
aussi dévoiler de nouveaux effets quant à l’induction des SOCS-1 et SOCS-3. Il est 
probable que les cellules seraient plus résistantes dans un environnement pro-inflammatoire 
tel que dans le système nerveux central inflamé des patients atteints de la SEP. Nos 
résultats au niveau protéique par immunocytochimie ont pu consolider les observations au 
niveau de l’ARNm. Toutefois vu les limitations de la microscopie, il serait intéressant de 
pouvoir opter pour la technique de cytométrie de flux, surtout que nous avons optimisé la 
procédure pour la détection des SOCS/STAT (Schneider et al. non publié). Plusieurs 
paramètres peuvent être étudiés en même temps, le plus important serait d’abord de mieux 
élucider toutes les voies STAT-SOCS empruntées par nos deux cytokines d’intérêt, puisque 
ces informations sont limitées au niveau de la littérature. Il est très intéressant que ces 
expériences soient effectuées dans divers types cellulaires du système immun. Donc à la 
première étape, la régulation positive des SOCS-1 et SOCS-3 par l’IFN-β et l’IL-27 
nécessitent encore des expériences supplémentaires. En second lieu, il serait très 
avantageux de bloquer l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 et de mesurer la susceptibilité 
des cellules aux diverses cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, TNF etc.). Nous pourrons 
étudier leur prolifération, la sécrétion de médiateurs inflammatoires tels que les granzymes 
et la perforine, l’expression de diverses molécules d’adhésions suspectes telles que MCAM 
(‘Melanoma Cell Adhesion Molecule’) et ALCAM (‘Activated Leukocyte Cell Adhesion 
Molecule’) (Cayrol et al., 2008). Une étude comparative entre les sujets sains et les patients 
atteints de la SEP sera indispensable. Nous pourrions mesurer les niveaux des SOCS-1 et 
SOCS-3 chez ces deux groupes. De plus, il est intéressant de pouvoir diviser le groupe des 
patients atteints de la SEP en sous-catégories : les patients non traités (nouvellement 
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diagnostiqués) et les patients suivant régulièrement le traitement à base d’IFN-β.  En 
parallèle, l’étude de l’expression de l’IL-27 et des récepteurs s’avère nécessaire. De 
manière intéressante, nous pourrions traiter les cellules de patients avec l’IL-27 et observer 
les effets subséquents quant à l’expression des SOCS-1 et SOCS-3 et à la sécrétion de l’IL-
10, ce qui a été produit chez les souris EAE. Une analyse de l’expression des SOCS-1 et 
SOCS-3, en réponse à l’IFN-β et l’IL-27, dans les sous-populations de cellules T CD4 et 
CD8 (naïves, effectrices, mémoires, centrales mémoires etc.) serait importante autant chez 
les donneurs sains que les patients SEP.  
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ANNEXE 
 
 
Figure 21 : Détection de SOCS-1 par cytométrie de flux 
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Figure 22 : Détection de SOCS-3 par cytométrie de flux 
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N.B.  L’isotype est marqué en gris, la superposition des couleurs (vert et bleu, vert et rouge) 
indique deux donneurs distincts testés au même moment. Les anticorps sont les même que 
ceux qui ont été utilisés pour nos expériences d'immunocytologie. Expériences effectuées 
par Raphaël Schneider. 
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